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Mehrzellige Organismen separieren die einzelnen Kompartimente zur Erhaltung ihrer 
Funktionalität voneinander. Dies wird auf zellulärer Ebene durch Zellmembranen und im 
Gesamtorganismus durch Epithelien und Endothelien gewährleistet. Zugleich erfordern 
viele physiologische Vorgänge aber auch einen Transport durch diese epitheliale Zell-
schichten. Möglich sind transzelluläre Transportwege, wobei der Transport durch die 
Zelle hindurch stattfindet und parazelluläre Transportwege, bei der Transport durch den 
interzellulären Spalt stattfindet. Am Transport durch den interzellulären Raum sind die 
apikal lokalisierten Tight Junctions (TJ) beteiligt.  
Die größte Proteinfamilie des TJ-Komplexes stellen die 27 bisher beim Säuger bekann-
ten Claudine dar. Zahlreiche Claudin-Kombinationen sind innerhalb und zwischen den 
TJ-Strängen möglich, was zu der großen strukturellen und funktionellen Vielfalt der TJ 
beiträgt. Claudin-3 (CLDN3) ist ein ubiquitär exprimiertes TJ-Protein, dessen Rolle in 
vivo jedoch unbekannt ist. Um Einblicke in dessen physiologische Funktion zu bekom-
men, wurde für diese Arbeit ein Claudin-3-defizientes Mausmodell mittels der konditiona-
len Gentargeting-Technologie generiert. Zur Erstellung des Targetingvektors wurde eine 
„Recombineering“-basierte Methode ausgewählt.  
Die Cldn3-deletierten Mäuse waren lebensfähig und in der Lage sich fortzupflanzen. Es 
wurden keine augenscheinlichen Unterschiede zu den Wildtypwurfgeschwistern festge-
stellt. Jedoch unterlag die Genotypverteilung aus den Verpaarungen heterozygoter Tiere 
nicht den Mendelschen Regeln. Es wurden signifikant weniger Cldn3(-/-) Tiere geboren.  
Funktionelle Analysen von Leber und Nieren, mit Ausnahme eines erhöhten Urin pH-
Wertes, lieferten keine Auffälligkeiten. Elektrophysiologische Analysen am Colon zeigten 
keine Unterschiede zwischen Cldn3(-/-) und Cldn3(+/+) Mäusen. Der transepitheliale Wi-
derstand, die Permeabilität für Natrium- und Chloridionen sowie für Moleküle der Größe 
4000 Da und 332 Da waren in den Knockout-Mäusen unverändert. Die Cldn3-
defizienten Tiere wiesen in den untersuchten Geweben folglich keine Beeinträchtigung 
der epithelialen Barriere auf.  
Die histologische Auswertung von Speicheldrüse, Niere und Leber zeigte jedoch bei al-
ternden Tieren eine vermehrte Migration von Zellen lymphatischen Ursprungs ins Gewe-
be. Die Infiltrate waren zum größten Teil perivaskulär lokalisiert und weisen eine follikel-
ähnliche Form auf. Immunohistologische Färbungen identifizierten die Zellen als T- und 
B-Zellen.  
Microarray-basierte Transkriptomanalysen in acht Wochen alten Tiere zeigten, dass 
vermutlich andere Claudine den Verlust von Cldn3 kompensieren. In der Leber wurden 
neben differenziell regulierten TJ-Proteinen (Cldn14, Cldn23, Jam-A) auch Transkripte 
identifiziert, die mit der Zelladhäsion, Zellkommunikation und Signalweitergabe assoziiert 
sind. 
Die vorliegenden Ergebnisse deuten eine Rolle in zellulären Signalkaskaden an. Ver-
stärkt wird dies durch die Hinweise auf das erhöhte Risiko von entzündlichen Reaktionen 
in alternden Cldn3(-/-) Tieren, die durch die Migration von Immunzellen in das Gewebe 
gekennzeichnet sind. Somit legen diese Resultate nahe, dass Claudin-3 in einigen Or-
 
ganen einen Einfluss auf zelluläre Regulationsmechanismen hat, die unter anderem 
Zelladhäsion, Zellmigration und Inflammation betreffen. Die ersten Daten des Cldn3-
Defizienzmodells liefern eine interessante Basis für weitere Studien in eine ganz neue 
Richtung. 
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1 Einleitung 
1.1 Epithel und Endothel 
In vielzelligen Organismen ist es notwendig, die einzelnen biologischen Kompartimente 
zur Aufrechterhaltung ihrer Funktionalität voneinander zu trennen. Dies wird auf zellulä-
rer Ebene durch Zellmembranen und im Gesamtorganismus durch Epithelien und Endo-
thelien gewährleistet. Sie bilden Barrieren zwischen den zahlreichen Körperflüssigkeits-
räumen, die jedoch in den meisten Fällen nicht komplett abdichtend sind. Vielmehr findet 
ein geregelter Transport von Soluten und Wasser statt [1]. Entwicklungsbiologisch gese-
hen, leitet sich das Epithel aus den drei primären Keimblättern ab. So ist beispielsweise 
das gastrointestinale Epithel endodermalen, das Plattenepithel der Haut ektodermalen 
und das renale Epithel mesodermalen Ursprungs [2]. Morphologisch lassen sich die Epi-
thelgewebe nach Zellform und Art der Schichtung charakterisieren. Sie bedecken die 
Körperoberfläche und kleiden die Innenräume der Organe aus. Die Auskleidung der 
Lymph- und Gefäßwände wird durch das einschichtige Endothel, eine Sonderform des 
Epithels, übernommen. Die epithelialen Zellen sind aufgrund ihrer Grenzlage polarisiert. 
Sie lassen sich in eine apikale, dem Lumen zugewandten Seite und in eine basolaterale, 
dem Stroma zugewandten Seite einteilen [1]. Unterlegt sind die Epithelzellen von einer 
extrazellulären Basallamina, bestehend aus Kollagen und Glykoproteinen. Folglich agie-
ren die Epi- und Endothelien, wie bereits eingangs erwähnt, als Barrierebildner zwischen 
den Kompartimenten. Ermöglicht wird dies durch die gegenseitige Adhärenz der Epithel- 
bzw. Endothelzellen, welche durch einen Komplex von Zell-Zellkontakten gewährleistet 
wird (Abb. 1).  
 
Abb. 1: Aufbau des "Junctional complex" 
Schematisch abgebildet ist das Arrangement der Zell-Zellkontakte in polarisierten Epithelzellen. Der "Juncti-
onal complex" setzt sich aus den Tight Junctions, Adherens Junctions und den Desmosomen zusammen. 
Weitere Zellverbindungen stellen Gap Junctions und Hemidesmosomen (interagieren mit der Basallamina) 
dar. Desmosomen und Hemidesmosomen sind mit den Intermediärfilamenten assoziiert; Tight Junction, 
Adherens Junction und Gap Junction dagegen mit dem Aktin-Zytoskelett. Modifiziert nach [3]. 
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Diese interzellulären Verbindungen, auch "junctional complex" [4] genannt, lassen sich in 
drei Gruppen unterteilen: Die (i) Schlussleiste, auch als Tight Junctions (TJ) oder Zonula 
occludens bezeichnet, sind nahe der apikalen Seite der Zelle lokalisiert. Sie formen ein 
verzweigtes Netzwerk von Strängen aus, das die Epithelzellen wie ein Gürtel umzieht. 
Distal zu den TJ sind die (ii) Adherens Junctions (AJ; Zonula adherens) und (iii) Desmo-
somen (Macula adherens) lokalisiert und dienen dem mechanischen Zusammenhalt der 
Epithelzellen. AJ umschließen die Epithelzelle ebenfalls gürtelförmig, wobei die Protein-
familie der Cadherine einen wichtigen Bestandteil dessen darstellt. Über Catenine sind 
sie mit dem Aktin- und Mikrotubuli-Zytoskelett verbunden [5]. Im basalen interzellulären 
Raum bilden die Desmosomen punktförmige Haftkomplexe aus. Hauptbestandteil sind 
hier die integralen Membranproteine Desmocollin und Desmoglein. Sie stellen einen 
Ankerpunkt für die Intermediärfilamente via Desmoplakin und Plakoglobin dar [5]. Des-
mosomen fehlen in Endothelzellen, jedoch konnten Desmosomen-ähnliche Strukturen 
identifiziert werden [6].  
Gap Junctions (Konnexone), weitere spezialisierte Membrankomplexe, die im gesamten 
Bereich des interzellulären Spalts verteilt sind, ermöglichen den Transport von kleinen 
Metaboliten (<1 kDa) und Ionen sowie die Kommunikation von Zelle zu Zelle. Integrale 
Membranproteine, die sogenannten Connexine, bilden Kanäle zu den Nachbarzellen 
aus und sind über zytoplasmatische Gerüstproteine mit dem Zytoskelett verbunden. 
Aufgrund der Grenzlage fällt den Epi- und Endothelien die wichtige Aufgabe der Regulie-
rung der Ionen-, Wasser- und Solutströme zu. Viele physiologische Vorgänge, z.B. die 
Resorption von Soluten aus dem Urin, erfordern einen selektiven Transport über die epi-
theliale Zellschicht. Prinzipiell unterscheidet man zwischen transzellulären Transportwe-
gen, wobei der Transport durch die Zelle stattfindet, und parazellulären Transportvor-
gängen, bei der der Transport über den interzellulären Spalt stattfindet. Der Transport 
von Molekülen sowie Ionen über die epitheliale bzw. endotheliale Zelle wird durch 
membranständige Transporter sowie durch den Prozess der Transzytose vermittelt. Der 
transzelluläre Transport kann passiv mit dem elektrochemischen Gradienten oder aktiv 
gegen einen Gradienten unter Verbrauch von metabolischer Energie erfolgen. Der para-
zelluläre Transport dagegen verläuft immer passiv im Falle von Ionen angetrieben durch 
den Konzentrationsgradienten und der Potentialdifferenz. Für die Regulation des Trans-
ports über den interzellulären Raum ist hauptsächlich der bereits genannte, apikal lokali-
sierte Tight Junction-Proteinkomplex verantwortlich. Beide Transportrouten zeigen zell- 
und gewebespezifische Unterschiede in Bezug auf die Permeabilität und tragen so ge-
meinsam zu den unterschiedlichen Transporteigenschaften der Gewebe bei [7]. 
 
 
1.2 Die Tight Junctions - Funktion und Aufbau 
Die Erstbeschreibung der Tight Junctions in einem Komplex von Zell-Zellverbindungen 
erfolgte mittels der Elektronenmikroskopie 1963 durch Farquhar und Palade [4]. Sie 
wurden an den Übergängen zwischen benachbarten Epithelzellen lokalisiert und stellen 
Einleitung                       3 
die am weitesten apikal gelegene Zell-Zellverbindung dar. Die Untersuchungen zeigten 
zudem, dass die Tight Junctions als Diffusionsbarriere fungieren. Jedoch stellte sich 
heraus, dass TJ weit mehr sind als nur eine simple Barriere. Sie regulieren zellspezifisch 
die Diffusion von Soluten in Abhängigkeit von deren Ladung und Größe [8]. Die kontrol-
lierte Bewegung von Molekülen über die parazelluläre Route wird als "gate function" 
bezeichnet und kann in den Epithelien variieren. Andererseits sind Ionen und Moleküle 
nicht immer in der Lage die TJ zu passieren, da die TJ auch eine Barriere darstellen 
können. Allerdings dichten die TJ nicht nur den interzellulären Spalt ab, sondern stellen 
auch, da sie in der Plasmamembran verankert sind, eine Diffusionsbarriere innerhalb der 
Membran dar: Apikale Transmembrankomponenten, wie Proteine und Lipide, werden 
durch diese Begrenzung gehindert zur basolateralen Seite zu diffundieren und umge-
kehrt ("fence function"). Die Zellpolarität somit bleibt erhalten [9]. Des Weiteren sind die 
Tight Junctions in eine Vielzahl von intrazellulären Signalkaskaden, die die Zellprolifera-
tion, -polarisation und -diffenzierung sowie den Vesikeltransport über die Membran 
betreffen, verwickelt [10] (Abb. 2).  
 
 
Abb. 2: Übersicht der Tight Junction Funktionen 
Vereinfachte Darstellung eines epithelialen Zellverbands. Die TJ übernehmen verschiedene Funktionen: 
Bildung einer Barriere, kontrollierte Molekülbewegung von der apikalen zur basalen Seite und umgekehrt 
("gate function"), Einschränkung der apikal-basolateralen Diffusion innerhalb der Membran ("fence function") 
und Regulation von Signalkaskaden. In Anlehnung an [11]. 
 
Der TJ-Komplex setzt sich zum einen aus Transmembranproteinen (siehe Punkt 1.2.1), 
welche den interzellulären Spalt überbrücken und somit die selektive Barriere darstellt 
und zum anderen aus einem Netzwerk von zytoplasmatischen Proteinen zusammen. 
Dabei agieren einige als Adapter, die die Membranproteine mit dem Aktin-Zytoskelett 
verbinden. Andere wiederum spielen eine wichtige Rolle in der Regulation von verschie-
denen zellulären Signalprozessen [12]. Als ein Beispiel sei hier das erste identifizierte 
TJ-assoziierte Protein [13], ZO-1 (Zona occludens-1), genannt. ZO-1 ist in der Lage mit 
den membranintegralen TJ-Proteinen, dem Aktin-Zytosklett und einer Anzahl von Sig-
nalproteinen, wie Transkriptionsfaktoren und Kinasen, zu interagieren. Dies geschieht 
über dessen Protein-Protein-Interaktionsdomänen, zu denen drei PDZ ("PSD-95/Discs 
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Large/ZO-1")-Domänen, eine GUK ("guanylate kinase")-Domäne, eine SH3 ("Src homo-
logy 3")-Domäne sowie eine Aktin-Bindungsdomäne gehören. ZO-1-deletierte Mäuse 
[14] versterben bereits im Embryonalstadium und zeigen eine Reihe von Auffälligkeiten, 
wie Zellapotose und Beeinträchtigung in der Angiogenese des Dottersacks. Neben wei-
teren Vertretern der MAGUK ("membran-associated guanylate kinase")-Familie (ZO-2 
und ZO-3) wurden noch viele weitere solcher Adapterproteine identifiziert [2].  
Das komplexe Netzwerk von Proteininteraktionen ist somit für die Organisation der integ-
ralen Membrankomponenten, der Regulation der TJ-Ausbildung und -Signalleitung un-
entbehrlich. Eine Fehlregulation kann verheerende Folgen nach sich ziehen. Tatsächlich 
spielen TJ in der Pathogenese verschiedener Erkrankungen eine wichtige Rolle. Mutati-
onen in den TJ-Genen sowie Änderungen der Genexpressionen stehen im Zusammen-
hang mit humanen Erbkrankheiten [15] und Krebs [16]. Des Weiteren bilden TJ einen 
Angriffspunkt für Mikroorganismen; einige dieser Kleinstlebewesen sind in der Lage, die 
Barriereeigenschaften der TJ zu verändern [17].  
 
1.2.1 Tight Junction - Transmembranproteine 
Sieben Jahre nach der Identifizierung von ZO-1 wurde erstmals ein TJ-
Transmembranprotein durch die Arbeitsgruppe um Shoichiro Tsukita beschrieben [18]. 
Das aus der Hühnerleber isolierte Occludin wurde nach dem lateinischen Wort für ver-
schließen (occludere) benannt. Strukturell setzt sich das Protein aus vier Trans-
membrandomänen, zwei extrazellulären und einer kurzen intrazellulären Schleife zu-
sammen. Die C- und N-terminalen Enden sind im Zytosol lokalisiert. Der C-Terminus mit 
seiner Serin-, Threonin- sowie Tryosin-reichen Sequenz liegt in den TJ phosphoryliert 
vor [19]. Zudem sind ZO-1, ZO-2 und ZO-3 in der Lage, an C-terminale Region zu bin-
den [20] und so Occludin mit weiteren Proteinen des Zytoskeletts und der Signaltrans-
duktion zu vernetzen. Die Funktion von Occludin stellt sich als scheinbar widersprüchlich 
dar. Überexpressionsstudien in epithelialen Zellkulturen und Xenopus Zellen mit nativen 
und mutierten Occludinformen deuten auf eine Barrierefunktion hin [21]. Jedoch zeigte 
sich in Occludin-defizienten embryonalen Stammzellen, dass diese zu polarizierten 
Stammzellen differenzieren und funktionell unauffällige Barriereeigenschaften aufweisen 
[22]. Ebenso konnte man im Occludin-defizienten Mausmodell keine strukturellen oder 
funktionellen TJ-Unregelmäßigkeiten belegen [23], [24]. Eine Erklärung für dieses Para-
dox könnte sein, dass andere barrierebildende TJ-Proteine in der Lage sind, den Mangel 
an Occludin zu ersetzen [25]. Andererseits zeichnen sich die Occludin-deletierten Tiere 
durch einen komplexen Phänotyp aus: Sie zeigen unter anderem postnatale Wachs-
tumsverzögerungen, dünnere Knochen, chronische Inflammation und Hyperplasie im 
intestinalen Gewebe. Die Männchen sind steril, die Weibchen sind nicht in der Lage, die 
Jungtiere zu säugen. Diese Daten suggerieren, dass Occludin zwar nicht zur Barrierbil-
dung beiträgt, aber nicht für morphologisch intakte TJ erforderlich ist. Die eigentliche 
Aufgabe von Occludin liegt vielmehr in der Signaltransduktion.  
Einleitung                       5 
Ein zweites Transmembranprotein mit vier Transmembransegmenten ist das Tricellulin. 
Es weist Sequenzähnlichkeiten zu Occludin auf. Zunächst wurde Tricellulin als ein Ziel-
protein für den Transkriptionsrepressor Snail, welcher eine Hauptrolle in der epithelial-
mesenchymal Transition spielt, identifiziert [26]. Eine Besonderheit von Tricellulin ist, 
dass es konzentriert in den Kontaktpunkten dreier Epithelzellen (trizelluläre TJ) vor-
kommt. Tricellulin ist aber auch in den Tight Junctions zwischen zwei Zellen (bizelluläre 
TJ) lokalisiert [26]. Überexpressionsstudien zeigten, dass Tricellulin in den trizellulären 
TJ eine abdichtende Wirkung gegenüber Makromolekülen hat [27]. Eine Suppression 
von Trizellulin in EpH4-Zellen (murine, epitheliale Mamma-Zelllinie) durch RNA-
Interferenz beeinträchtigte die Barrierefunktion und führte zu einer Desorganisation der 
tri- und bizellulären TJ [26]. Interessanterweise führt ein Occludin-Knockdown in MDCK 
II ("Madin-Darby canine kidney") -Zellen zu einer erhöhten Expression von Tricellulin in 
den bizelluären TJ. Daher kann man vermuten, dass in den Occludin-defizienten Mäu-
sen Tricellulin in den bizellulären TJ einige Funktionen von Occludin kompensiert [28]. 
Des Weiteren wies man nach, dass Tricellulin und Occludin auch strukturell interagieren 
können. Sie sind in der Lage, Heterodimere auszubilden [29]. Rezessive Mutationen in 
einer Splicevariante von Tricellulin führen beim Menschen zu der nichtsyndromalen 
Taubheit DFNB49 [30]. Kürzlich wurde eine weitere Komponente der trizellulären TJ 
identifiziert. Hierbei handelt es sich um den "lipolysis-stimulated lipoprotein receptor" 
(LSR), der für die Rekrutierung von Tricellulin verantwortlich ist und somit die Eckpunkte 
für die Ausbildung trizellulärer TJ in epithelialen Zellen festlegt [31].  
In rezenten Veröffentlichungen wurden Occludin und Tricellulin zusammen mit 
MARVELD3, einem erst jüngst beschriebenen integralen TJ-Membranprotein [32], zur 
Gruppe der TAMP ("TJ-associated marvel proteins") zusammengefasst [33]. Alle drei 
Proteine weisen die sogenannte MARVEL ("MAL and related proteins for vesicle traffi-
cking and membrane link")-Domäne auf, zeigen hohe Sequenzähnlichkeiten und sind in 
der Lage, am C-Terminus von ZO-1 zu binden. Die Analyse der RNA, der Proteinvertei-
lung und der Proteininteraktionen sowie RNA-Interferenz-Studien zeigten, dass Occlu-
din, MARVELD3 und Tricellulin unterschiedliche, aber überlappende Funktionen in den 
TJ übernehmen. Wie bei Occludin, ist die Expression von MARVELD3 nicht für die funk-
tionelle Ausbildung von TJ erforderlich. Aber dennoch werden durch einen Knockdown 
von MARVELD3 die Barriereeigenschaften in Epithelzellen beeinflusst [32]. MARVEL 
kann zwar teilweise den Verlust von Tricellulin und Occludin kompensieren, jedoch nicht 
die vollständige Funktion wiederherstellen [33].  
Neben diesen Proteinen mit vier transmembranen Segmenten wurden auch integrale TJ-
Proteine identifiziert, die die Membran nur einmal durchziehen. Diese sogenannten JAM 
("junction adhesion molecules")-Proteine, bestehend aus Mitgliedern der Immunoglobin-
Superfamilie, lassen sich, basierend auf Sequenzhomologien, der Länge des zytoplas-
matischen Anteils sowie den Bindungsmotiven, in zwei Gruppen unterteilen. Auf der ei-
nen Seite gibt es die Gruppe, zu denen die Proteine JAM-A (auch F11R), JAM-B und 
JAM-C gehören. Auf der anderen Seite bilden die Proteine CAR ("coxsackievirus and 
adenovirus receptor"), CLMP ("coxsackie- and adenovirus receptor-like membrane pro-
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tein"), ESAM ("endothelial cell-selective adhesion molecule") und JAM4 die zweite 
Gruppe [34]. Die JAM-Proteine werden auf epithelialen Zellen, endothelialen Zellen 
und/oder Blutzellen exprimiert. So tragen sie nicht nur zur Zell-Zelladhäsion gleicher 
Zelltypen, sondern auch zwischen verschiedenen Zellen bei. Beispielsweise sind JAM-A, 
-B und -C in der Leukozyten-Thromozyten-Endothel-Interaktion involviert und regulieren 
so die parazelluläre Transmigration von Leukozyten über das Endothelium. Dabei erfolgt 
die Bindung zu der Nachbarzelle entweder homophil, z. B. zwischen zwei JAM-A-
Proteinen, oder heterophil, z. B. zwischen JAM-B und JAM-C. Möglich ist aber auch eine 
heterophile Interaktion zwischen Integrinen und JAM-A [34]. Den JAM-Proteinen wird 
zudem, aufgrund ihrer vielfältigen Interaktionen mit zytoplasmatischen Proteinen, eine 
wichtige Rolle in der Regulation der TJ-Permeabilität, TJ-Bildung und der Zellpolarisation 
beigemessen [35]. Die genaue Bedeutung der JAM-Proteine in den TJ ist jedoch nicht 
eindeutig geklärt.  
Die größte Gruppe innerhalb der TJ-Transmembranproteine bildet die Proteinfamilie der 
Claudine. Sie sind maßgeblich an der Ausbildung der parazellulären Barriere beteiligt 
und stellen somit die Schlüsselkomponente bezüglich der Permeabilität von Epi- und 
Endothel dar [36]. Die Claudine werden, aufgrund ihrer zentralen Bedeutung für diese 
Arbeit, im nächsten Absatz gesondert betrachtet.  
 
1.2.2 Claudine 
Die Ergebnisse aus den Untersuchungen zu dem oben beschriebenen Occludin (siehe 
1.2.1) führten die Forschergruppe um Tsukita zu der Annahme, dass es noch andere 
integrale TJ-Proteine geben muss, die für die eigentliche Struktur der TJ verantwortlich 
sind. Im Folgenden konnten sie aus der Proteinfraktion der Hühnerleber weitere Protein-
komponenten isolieren, die sie Claudin-1 und Claudin-2 nannten. Der Name Claudin 
(Cldn) leitet sich vom lateinischen Wort claudere (abschließen) ab [37]. Bis dato wurden 
unter den Säugern weitere 24 Mitglieder der Claudinfamilie gefunden [7]. Bioinformati-
sche Datenbankanalysen deuten an, dass es möglicherweise noch drei weitere Claudine 
gibt [38]. Die Claudingene sind auf verschiedenen Chromosomen lokalisiert, dabei lie-
gen einige sehr nah beieinander (z.B. Cldn3 und Cldn4; Cldn6 und Cldn9). Es wird an-
genommen, dass hier eine Genduplikation mit nachfolgender Spezifizierung stattgefun-
den hat und dass dies ein Grund für die große Anzahl der Claudine ist [39]. 
Claudin-Proteine weisen ein Molekulargewicht von 20 bis 34 kDa auf und verfügen über 
vier Transmembrandomänen, einem kurzen intrazelluären N-Terminus (~7 Aminosäu-
ren), zwei extrazelluläre und eine kleine intrazellulären Schleife (~15 Aminosäuren) so-
wie einen ins Zytoplasma ragenden C-Terminus [40] (Abb. 3). Trotz der nahen Topologie 
zu Occludin und Tricellulin gibt es keinerlei Sequenzhomologien [37], [26]. Vergleicht 
man die Sequenzen der Claudine untereinander, erkennt man eine größere Anzahl von 
Homologien, aber auch Unterschiede. Anhand derer kann man die Claudine in klassi-
schen (Cldn1-10, 14, 15, 17, 19) und nicht-klassischen Claudine (Cldn11-13, 16, 18, 20-
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24) unterteilen, wobei die Gruppe der klassischen Claudine höhere Sequenzüberein-
stimmungen aufweisen als die nicht-klassischen Claudine [41]. 
 
 
Abb. 3: Charakteristische Struktur der Claudine  
Schematisch abgebildet ist die vorhergesagte Claudinstruktur, die möglichen Interaktionen und ihre Lokali-
sation zwischen zwei Zellen. TMS-Transmembransegment, CPE-Clostridium perfringens Enterotoxin, HCV-
Hepatitis C-Virus, PDZ-"PSD-95/Discs Large/ZO-1"-Dömane; Modifiziert nach [41]. 
 
Die erste extrazelluläre Schleife der Claudine enthält geladene Aminosäuren und hat 
somit einen Einfluss die parazelluläre Ladungsselektivität [42]. Durch die räumliche An-
ordnung der Aminosäurereste und dessen Nettoladung wird die parazelluläre Passage 
von geladenen Ionen begünstigt bzw. gehemmt. Zudem findet sich in der ersten Schleife 
ein konserviertes Sequenzmotiv (W-GLW-C-C). Möglicherweise bilden sich hier Disul-
fidbrücken aus, die unter Umständen zur Stabilität des Proteins beitragen. Des Weiteren 
stellt die erste Schleife bei den Claudinen 1, 6, 9 ein Co-Rezeptor für das Hepatitis C-
Virus dar [43], [44]. Auch die zweite etwas kürzere extrazelluläre Schleife spielt eine Rol-
le als Rezeptor für ein Pathogen. Hierbei initiiert das Clostridium perfringens-Enterotoxin 
(CPE) über Claudin-3 und -4 [45] einen Pathomechanismus, der letztendlich zum Tod 
der betroffenen Zelle führt (Abb. 5). Die Region mit der größten Sequenz-Heterogenität 
ist der C-Terminus, der bei den meisten Claudinen mit einer PDZ-Bindungsdomäne en-
det. Dies ermöglicht es ihnen, mit anderen TJ-assoziierten Proteinen, wie ZO-1 und ZO-
2, zu interagieren [46]. Die PDZ-Domäne bildet somit eine Schnittstelle für verschiedene 
Signalwege und verbindet die Claudine indirekt mit dem Aktin-Zytoskelett und sorgt für 
deren Integrität in den TJ.  
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Die meisten Zellen exprimieren mehrere Claudine. Diese sind in der Lage, auf verschie-
dene Weise zu interagieren. Es treten Wechselwirkungen zwischen Claudinen der glei-
chen Zelle (cis), aber auch zwischen Claudinen benachbarter Zellen (trans) auf. Diese 
können entweder homo- oder heterophil sein [41], wobei jedoch nicht alle Claudine mit-
einander interagieren. Beispielsweise kommt es zwischen den Claudin-1 und -4 zur 
trans-Interaktion, jedoch konnte eine solche Wechselwirkung für Claudin-3 und -4 nicht 
nachgewiesen werden. Tauschte man jedoch eine Aminosäure in der ersten extrazellulä-
ren Domäne aus, konnten beide Claudine miteinander in trans interagieren [47]. Es wird 
vermutet, dass hauptsächlich die Struktur der extrazellulären Schleifen für die unter-
schiedlichen Wechselwirkungen verantwortlich ist. Da es etwa 24 Claudin-Subtypen gibt, 
sind zahlreiche Claudin-Kombinationen innerhalb und zwischen den TJ Strängen mög-
lich. Dies wiederum trägt zu der großen strukturellen und funktionellen Vielfalt der TJ in 
Geweben bei. 
Die Claudin-Verteilung und -Kombination in den verschiedenen Zelltypen unterliegt je-
doch nicht dem Zufall. Einige Claudine, wie Claudin-1, sind ubiquitär exprimiert, wobei 
die Expression anderer Claudine auf bestimmte Zellen (Claudin-16) oder Entwicklungs-
abschnitte (Claudin-6) begrenzt ist. Einige Zellen weisen multiple (Claudin-5, -3, -12 in 
den endothelialen Zellen der Blut-Hirn-Schranke) Claudinspezies auf, andere dagegen 
nur eine (überwiegend Claudin-11 in Sertoli-Zellen). Zudem konnten mehrere Claudin-
Isoformen identifiziert werden, die ihrerseits gewebespezifisch exprimiert sind. Ein Bei-
spiel hierfür ist claudin-10, das in mehreren Splicevarianten vorliegt [48], [49]. Claudin-
10b ist im Gewebe ubiquitär verteilt. In der Niere wird diese Splicevariante medullär 
nachgewiesen. Claudin-10a dagegen wird ausschließlich in der Niere (kortikal) und im 
Uterus exprimiert. Aber sie unterscheiden sich nicht nur in ihrem Expressionsprofil, son-
dern auch in ihrer Ladungsselektivität. Aufgrund veränderter Basenabfolge im ersten 
Exon von Cldn10a und Cldn10b kommt es zu Veränderungen in der Aminosäurese-
quenz in der ersten extrazellulären Schleife. Bei Claudin-10a liegt eine positive Nettola-
dung vor, bei Claudin-10b jedoch eine negative. Passend dazu konnte in vitro gezeigt 
werden, dass die Claudin-10b Isoform als Kationpore fungiert, dagegen ist Claudin-10a 
weniger permeabel für Kationen und bevorzugt die Passage von Anionen [48]. 
Die Claudin-Verteilung im Nephron (Abb. 4) ist ein gutes Beispiel für die Korrelation zwi-
schen segment-spezifischer Funktion und der spezifischen Expression einzelner Claudi-
ne. Die Abnahme der parazellulären Permeabilität von den proximalen zu den distalen 
Abschnitten des Nephrons ist eng mit der Abfolge der Claudine verbunden: Beispiels-
weise wurde Claudin-2 als eine für Kationen und Wasser [50] durchlässige Pore identifi-
ziert [51], die im proximalen Tubulus sowie partiell im absteigenden Ast der Henle-
Schleife exprimiert wird [52], [53]. Charakteristisch für den proximalen Abschnitt des 
Nephrons ist, dass hier zum großen Teil Metabolite (Aminosäuren, Glukose), Wasser 
und Ionen (Natrium, Kalium, Chlorid) resorbiert werden [54]. Claudin-4 dagegen weist 
eine abdichtende Funktion auf und ist im dünnen aufsteigenden Ast sowie im Sammel-
rohr [53] lokalisiert. Passend dazu finden in den distalen Nephronbereichen, einem zu-
nehmend dichteren Epithel, nur noch wenige, zumeist transzelluläre hormonell gesteuer-
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te Ionenresorptionsprozesse statt. Auch die Darmsegmente weisen entlang ihrer proxi-
mal-distalen Achse ein ähnlich distinktes Claudin-Expressionsprofil auf [55]. 
 
 
Abb. 4: Claudinexpression entlang des murinen Nephrons 
Claudinexpression spiegelt die Barriereeigenschaften des Epithels wider: Im proximalen Bereich findet man 
mehrheitlich porenbildende Claudine (z.B. Claudin-2, -17), wogegen im distalen Abschnitt und in Sammel-
rohr abdichtende Claudine (z.B. Claudin-4, -8) exprimiert werden [56], [57], [53], [58], [59], [60], [61]. Die 
roten Pfeile weisen auf die Resorptionsprozesse von Ionen und Wasser hin. Gl-Glomerus, PT-proximaler 
Tubulus, dLH-dünner absteigender Ast der Henle-Schleife, aLH-dünner aufsteigender Ast, TAL-dicker auf-
steigender Ast, DCT-Distales Konvolut, CD-Sammelrohr 
 
Eine Vielzahl von physiologischen und pathologischen Einflüssen im Organismus erfor-
dert eine ständige Anpassung der Claudinexpression und somit der epithelialen Perme-
abilität an die jeweils vorherrschende Situation. Ein gängiger Regulationsmechanismus 
hierbei ist die Phosphorylierung. Bei den meisten Claudinen finden sich am zytoplasma-
tischen C-Terminus Serin- und/oder Threonin-Reste (Abb. 3). Viele Studien zeigten, dass 
ein veränderter Phosphorylierungstatus dieser Aminosäuren einen Einfluss auf die Loka-
lisation und somit auf die Barriereeigenschaften der Claudine hat. So kann durch 
Phosphorylierung der Claudine einerseits deren Integration in den TJ verbessert oder 
anderseits deren Eliminierung durch Endozytose veranlasst werden. Zum Beispiel konn-
te man nachweisen, dass eine Phosphorylierung der Claudine -3 und -4 durch die Prote-
inkinase A bzw. C zu einer erhöhten parazellulären Permeabilität in Ovarialkrebszellen 
führt [62], [63]. Vermutlich kommt es durch die Phosphorylierung zu einer negativ regu-
lierten Claudinintegration in den TJ. Auf der anderen Seite unterstützt in MDCK-Zellen 
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eine Phosphorylierung von Claudin-16 durch die Proteinkinase A dessen Funktion und 
Integration. Liegt Claudin-16 dagegen dephosphoryliert vor, so verbleibt es im Lyzosom 
und wird dort abgebaut [64]. Auch andere Kinasen, wie WNK („with no lysine kinase"), 
MAPK („mitogen-activated protein kinase“), Rho-Kinase und MLCK („myosin light chain 
kinase“) sind in der Lage, am C-Terminus der Claudine zu interagieren und sie zu 
phosphorylieren. 
Ein weiterer Mechanismus zur Regulierung der Claudine ist die S-Acylierung, auch als 
Palmitoylierung bezeichnet. Bei dieser Form der posttranslationalen Modifikation werden 
die membrannahen und hoch-konservierten Cysteinreste, die im zweiten und vierten 
Transmembransegment der Claudine lokalisiert sind (Abb. 3) mit Fettsäuregruppen, wie 
der Palmitinsäure, versehen. Van Itallie et al. konnte für Claudin-14 zeigen, dass die S-
Acylierung für eine effiziente TJ-Lokalisation erforderlich ist, jedoch nicht zur Stabilität 
der TJ-Stränge beiträgt [65].  
Es gibt Hinweise, dass auch Zytokine sowie eine Anzahl von Wachstumsfaktoren einen 
Einfluss auf die Claudin-Genregulation haben. Dies geschieht entweder auf der trankrip-
tionellen oder der posttranslationalen Ebene. Besonders Zytokine, die mit Inflammatio-
nen (z. B. Tumornekrosefaktor α (TNFα), Interferon γ (IFN-γ)) assoziiert sind, führen zu 
einer veränderten Claudinexpression, aus der letztendlich meistens eine erhöhte para-
zelluläre Permeabilität resultiert [66]. Eine derart abgeschwächte TJ-Barriere erleichtert 
vermutlich der Immunabwehr den Zugang zu den Infektionsherden.  
Auf der posttranskriptionalen Ebene steuern unter anderem MicroRNAs die Genexpres-
sion. Das geschieht üblicherweise über die Destabilisierung der mRNA oder über eine 
Hemmung der translationalen Prozesse. Für Claudin-14 konnte solch ein Mechanismus 
im Zusammenhang mit der renalen Kalziumhomöostase beobachtet werden. In Zellen 
der dicken aufsteigenden Henle-Schleife beeinflussen zwei MicroRNAs (miR-9 und miR-
374) synergetisch die Stabilität des CLDN14 Transkripts und unterdrücken so dessen 
Translation. Das Transkriptionslevel der beiden microRNAs wiederum wird durch die 
extrazelluläre Kalziumkonzentration über den Calciumsensing-Rezeptor (CaSR) reguliert 
[61]. Des Weiteren sind eine Anzahl von Transkriptionsfaktoren, wie SNAIL und GATA-4, 
in der Lage, im Promotorbereich verschiedene Claudine zu binden und dessen Aktivität 
zu beeinflussen. Wird SNAIL in Epithelzellen überexprimiert, so wird eine "Epithelial-to-
Mesenchymal Transition" (EMT) induziert, wobei epitheliale Zellen ihre Polarität verlieren 
und mesenchymale Eigenschaften annehmen. Dabei wurde beobachtet, dass eine Rei-
he von AJ (E-Cadherin) und TJ-Proteinen, darunter Claudin-3, -4 und -7, geringer expri-
miert werden [67]. Dabei bindet SNAIL direkt an deren Promotorregionen (E-Box-Motiv), 
was zu einer Hemmung der Transkription führt. Normalerweise ist der Vorgang EMT in 
embryonale Entwicklungs- und epithelialen Reparaturprozesse involviert, jedoch wird es 
auch in Zusammenhang mit der Tumorgenese gebracht. Denn die Metastasierung von 
Tumoren epithelialen Ursprungs kann als eine Art pathologische Version der EMT ange-
sehen werden [68]. Wichtige Ereignisse hierbei sind der Verlust der Zell-Zell-Adhäsion 
und die Erhöhung der Zellmobilität. Tatsächlich konnte man in histologischen Untersu-
chungen von humanen Tumoren eine veränderte Claudinexpression, die sich je nach 
Tumorart und -stadium voneinander unterscheidet, nachweisen. Doch ihre physiologi-
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sche Rolle ist dabei offenbar sehr komplex und nicht unumstritten. Oftmals werden be-
stimmte Claudine in einem Tumortyp verstärkt exprimiert, in einem anderem dagegen 
vermindert. Von klinischer Relevanz sind die spezifischen Expressionsmuster dennoch: 
Claudine spielen inzwischen als diagnostische Marker für bestimmte Tumorarten sowie 
für dessen Prognose [69] eine zunehmend wichtigere Rolle.  
Auch Claudin-3 liegt in vielen Tumorarten dysreguliert vor, während dessen physiologi-
sche Rolle nicht geklärt ist. Im Folgenden wird dieses im Mittelpunkt dieser Arbeit ste-
hende Claudin näher vorgestellt. 
 
1.2.3 Claudin-3 
Briehl und seine Mitarbeiter [70] isolierten 1991 bei den Untersuchungen zu Apoptose-
vorgängen in ventralen Rattenprostata-Epithelzellen ein Gen, dass sie RVP1 ("rat ventral 
prostate 1 protein") nannten. Später im Zusammenhang mit Untersuchungen zu einem 
funktionalen Clostridium perfringens-Enterotoxin (CPE) Rezeptor wurde man ebenfalls 
auf dieses Gen aufmerksam [71]. Dieses neu identifizierte CPE-Rezeptorgen (CPE-R) 
wies große Homologiebereiche zu RVP1 auf. Nur kurze Zeit später wurde auch RVP1 
als ein Rezeptor für CPE erkannt [72]. Aufgrund der Homologien in Sequenz und Struk-
tur zu Claudin-1 und -2, die kurz zuvor Furuse et al. [37] als TJ-Membranproteine identi-
fizierten, wurde die Claudinfamilie um diese beiden CPE-Rezeptorproteine erweitert. 
RVP1 wurden fortan als Claudin-3 und CPE-R als Claudin-4 bezeichnet [73].  
Cldn3 sowie Cldn4 sind intronlose Gene, die innerhalb der humanen Chromosomregion 
7q11 beziehungsweise murinen 5G2 lokalisiert sind. Beide Gene liegen in einem Be-
reich, der in Patienten mit Williams-Beuren Syndrom (WBS) deletiert ist [74]. Diese sel-
tene (Prävalenz 1/7500 bis 1/20.000) genomische Störung ist auf eine ca. zwei Megaba-
senpaare (Mb) große hemizygote Deletion auf dem Chromosomenabschnitt 7q11 
zurückzuführen. Die sogenannte WBS kritische Region (1,2 Mb) besteht aus einer Reihe 
von "single-copy" Genen, die von sich wiederholenden Sequenzen/Genen (LCR - "low-
copy repeat elements") flankiert werden. Die Deletionen sind das Ergebnis einer Fehl-
ausrichtung der repetitiven Sequenzen während der Meiose und des darauffolgenden 
"crossing overs" (inhomologe Rekombination), begründet durch die hohen Ähnlichkeiten 
der LCR. Da sich der inhomologe Austausch der Chromosomen bzw. Chromatiden an 
unterschiedlichen Stellen ereignen kann, variieren die Mikrodeletionen in ihrer Größe 
zwischen 1,4 und 1,9 Mb [75]. Eine typische WBS-Deletion umfasst 25 Gene (1,5 Mb), 
die unter anderem für Transkriptionsfaktoren, Signalmoleküle und andere für den Stoff-
wechsel relevante Moleküle kodieren. Da noch eine funktionsfähige Kopie dieser Gene 
vorliegt, kommt es zwar zur Expression des Genprodukts, jedoch nicht in ausreichender 
Menge. Daraus resultiert eine weitgefächerte Symptomatik. Neben den markanten kra-
niofazialen Merkmalen (u.a. eine breite Stirn, kleines Kinn, hervorstehende Wangenkno-
chen, kuglige Nasenspitze) und Geräuschempfindlichkeit treten mentale Retardierungen 
unterschiedlicher Schwere mit Verhaltensauffälligkeiten auf. Weitere Charakteristika sind 
Aorten- sowie Pneumonalstenosen, arterielle Hypertonie, infantile Hyperkalzämie und 
gastrointestinale Störungen. Tiermodelle konnten eine Assoziation zwischen dem Er-
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scheinungsbild dieser Erkrankung und den einzelnen Genen zeigen. Ein Beispiel hierfür 
ist das Gen elastin (Eln). Die heterozygote Maus Eln(+/-) weist einen ähnlichen vaskulä-
ren Phänotyp (Bluthochdruck, Verengung und Versteifung der Aorten) wie die WBS-
Patienten [76] auf. In einem anderem Mausmodell, das die vollständige hemizygoten 
WBS-Mikrodeletionen abbildet, konnten neben den kardiovaskulären Abnormalitäten 
[77] auch sozialen Verhaltensmerkmale und morphologischen Charakteristika nachge-
zeichnet werden [78]. Diese Zusammenhänge sind ein gutes Beispiel für die komplexen 
Zusammenhänge zwischen Geno- und Phänotyp. Ob auch die Claudin-3-Defizienz zum 
WBS-Phänotyp beiträgt, ist nicht bekannt. Die Vermutung, dass Mutationen in Cldn3 und 
Cldn4 in anderen idiopathischen infantilen Hyperkalzämie involviert sein könnten, wurde 
nicht belegt [79]. 
CLDN3 kommt im murinen und humanen Organismus ubiquitär vor. CLDN3 wird sowohl 
in den Epithelien als auch in den Endothelien [80] exprimiert. Eine hohe Expression 
wurde in der Lunge [81], Leber [82], Colon [83] und Prostata [84] nachgewiesen. In den 
abdichtenden distalen Nephron- und intestinalen Abschnitten wird CLDN3 verstärkt 
exprimiert, in den proximalen Abschnitten eher schwächer [53]. Eine Korrelation zwi-
schen der Claudinexpression und den Barriereeigenschaften konnte für die Darmab-
schnitte der Ratte dokumentiert werden. Es wurde beobachtet, dass intestinale Bereiche 
mit starker CLDN3-Expression, einen hohen epithelialen Widerstand aufweisen [83]. 
Jedoch ist über die physiologische Funktion von Claudin-3 im Organismus wenig be-
kannt. Eine ganze Reihe von in vitro-Versuchen weist auf eine epithelial-abdichtende 
Funktion hin. Überexpressionstudien von humanem Claudin-3 in der murinen 
Fibroblastenzelllinie NIH/3T3 und in der humanen Lungenepithelzelllinie IB3.1 zeigten 
keinen signifikanten Anstieg des transepithelialen Widerstandes (Rt). Die Permeabilität 
nahm in IB3.1-Zellen mit zunehmender Molekülgröße ab, während die Überexpression 
von CLDN3 in NIH/3T3 Zellen nicht zu einer erhöhten Permeabilität führte [81]. In der 
renalen MDCKII-Zelllinie führte eine Überexpression von CLDN3 zu einer 9- bis 15-
fachen Erhöhung des parazellulären Widerstandes. Die Permeabilität für organische 
Anionen und Kationen sowie für Moleküle der Größe 332 Da und 4 kDa war reduziert. 
Die Wasserpermeabilität dagegen war nicht betroffen. Des Weiteren wiesen Zellklone 
mit übermäßiger CLDN3-Expression gegenüber den Kontrollen eine veränderte TJ-
Morphologie auf. All die genannten Punkte weisen daraufhin, dass es sich bei Claudin-3 
um ein nicht-selektives, barriereformendes TJ-Protein handelt [85]. Gestärkt wird dieses 
Ergebnis durch Knockdownexperimente in MDCKII-Zellen [86] und der human-
gastrointestinalen Epithelzelllinie MKN28 [87]. In den beiden Studien wurde gezeigt, 
dass eine verminderte CLDN3-Expression den Rt dieser Zellen senkt. Jedoch zeigen 
andere Studien, dass eine CLDN3-Überexpression in alveolären Epithelzelllinien von 
Ratten einen Abfall des transepithelialen Widerstands bewirkt und eine erhöhte Permea-
bilität für Moleküle der Größe 0,6 kDa und 10 kDa aufweisen [88]. 
Claudin-3 ist in der Lage mit sich selbst (homophile cis- und trans-Interaktion) als auch 
mit einer Reihe von anderen Claudinen (heterophil) zu interagieren. Unter anderem sind 
cis-Interaktionen zwischen Claudin-3 und den Claudinen-1, -4, -5 beobachtet worden. 
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Ferner wurden heterophile trans-Interaktion zwischen Claudin-3 und den Claudinen -1, -
2, -5 beschrieben [47], [89], [90].  
Wie erwähnt, ist aus Struktur- und Funktionsanalysen bekannt, dass die Claudine -3 und 
-4 Rezeptoren für das Clostridium perfringens-Enterotoxin darstellen, wobei Claudin-3 
eine geringere Bindungskapazität zu CPE aufweist als Claudin-4 [72]. Clostridium 
perfringens ist ein grampositives, sporenbildendes, anaerob lebendes Stäbchenbakteri-
um, das im Boden sowie im Intestinaltrakt von Mensch und Tier vorkommt. Nur 5% aller 
C. perfringens-Stämme sind in der Lage, CPE zu produzieren. Voraussetzung hierfür ist 
das Gen cpe, das entweder im bakteriellen Chromosom oder auf einem Plasmid lokali-
siert sein kann [91]. CPE wird mit einer Reihe von gastrointestinalen Erkrankungen as-
soziiert. Bei Freisetzung im Dünndarm wird ein mehrstufiger Prozess in Gang gesetzt 
(Abb. 5): CPE bindet an der zweiten extrazellulären Schleife von Claudin-3 [17] bzw. -4. 
Es bildet sich nach und nach ein großer Proteinkomplex (bestehend aus CPE, Claudi-
nen und Occludin) von rund 600 kDa aus, der vermutlich für die Ausbildung einer zytoto-
xischen Pore in der Epithelzelle verantwortlich ist. Durch die "löchrige" Membran kommt 
es zum Kalziumeinstrom in die Zelle, was zu deren Tod führt [92]. Zudem führt die Aus-




Abb. 5: Wirkmechanismus von CPE 
Schematisierte Abbildung des Effekts von CPE auf intestinale Epithelzellen. Nach der oralen Aufnahme 
bildet Clostridium perfringens im Dünndarm Sporen aus. Während des Sporulationsprozesses wird Entero-
toxin im Zytoplasma der Mutterzelle akkumuliert. Erst bei der Lyse der Mutterzelle wird CPE freigesetzt. Nun 
ist CPE in der Lage an Claudin-3 bzw. -4 zu binden. Es bilden sich CPE-Poren aus, die aus unterschiedli-
chen Claudinen, Occludin und weiteren CPE-Molekülen aufgebaut sind. Es kommt zu einem massiven Ein-
strom vom Kalzium. Die Zelle geht durch Apoptose bzw. Onkose (Vorstufe der Nekrose-Schwellung) zu 
Grunde. Ein weiterer Effekt von CPE ist die Internalisierung von Occludin und sämtlicher Claudine ins Zytop-
lasma. In Anlehnung an [93]. 
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Zellen, die weder Claudin-3 noch -4 aufweisen, sind vollkommen unempfindlich gegen-
über CPE. Dieser Umstand macht das Toxin zu einem potenziellen Werkzeug, das im 
Kampf gegen Krebs eingesetzt werden könnte. Denn es zeigte sich, dass Claudin-3 und 
-4 in einer Vielzahl von Tumoren reguliert sind. Eine erhöhte Expression von Claudin-3 
konnte unter anderen in Nierenzell-, Brust-, Prostata-, Ovarial- und Magenkarzinomen 
nachgewiesen werden [94]. Diese Daten suggerieren, dass Claudin-3 einen positiven 
Effekt auf die Progression des Tumors haben könnte. Für Ovarialzellen konnte gezeigt 
werden, dass eine Überxpression von Claudin-3 und -4 zu erhöhter Mobilität und Invasi-
on führt [95]. Die Autoren dieser Studie beobachteten eine erhöhte Expression der Me-
talloprotease 2 (MMP-2) und machten dies für das gesteigerte Invasionspotential ver-
antwortlich. Wurde hingegen die Expression von Claudin-3 sowie -4 in einer ovarialen 
Krebszelllinie mittels siRNA-Technik unterdrückt, so war deren Invasionsvermögen deut-
lich eingeschränkt. Dieser Effekt konnte durch in vivo-Experimente gestützt werden. In 
Mausmodellen war das Tumorwachstum durch den Einsatz von Cldn3-siRNA reduziert 
[96]. So ermöglicht der gezielte Einsatz von siRNA sowie CPE [97] und dessen Derivate 
einen neuen Therapieansatz gegen Tumore bei denen es zu einer Überregulierung von 
CLDN3 kommt. Jedoch ist es auch möglich, dass CLDN3 in Tumoren (Hepatoblastom 
und Glioblastom [80]) stark vermindert exprimiert wird. Die Regulationsprozesse, die hier 
eine Rolle spielen und welche Proteine Einfluss haben, ist nicht geklärt. Hinweise liefern 
unter anderem Studien mit humanen Ovarialkarzinomzellen. Zum einen konnte gezeigt 
werden, dass CLDN3 transkriptionell durch den Transkriptionsfaktor Sp1 sowie durch 
epigenetische Prozesse, wie etwa DNA-Methylierungen und Histonmodifikationen, regu-
liert wird [98]. Zum anderen wird CLDN3 am C-Terminus über die Proteinkinase A 
phosphoryliert, was zu einer Beeinträchtigung der Barrierefunktion führt [62]. 
 
 
1.3 In vivo-Modell – „Knockout“ Maus 
Die in vitro-Daten aus Zellkulturen lieferten viele nützliche Hinweise zur Funktionsweise 
der Claudine, jedoch ist der Erkenntnisgewinn begrenzt, weil dieser zum Teil artifizielle 
erzeugte Einblick in das molekulare Geschehen nur ansatzweise die Situation in einem 
lebenden, vielzelligen Organismus wiedergibt. Auch können entwicklungsspezifische 
Vorgänge in einer Zellkultur nur sehr schlecht simuliert werden. Aus diesen Gründen 
sind in vivo-Modelle für die funktionelle Verständins der Claudine ein wertvolles "Werk-
zeug". Ein hierfür geeignetes Tiermodell, das sich durch eine gezielte Gendeletion aus-
zeichnet, ist die Knockout (KO)-Maus.  
Mitte der Achtziger Jahre des 20. Jahrhunderts wurde mit der Etablierung der embryona-
len Stammzellkultur, deren genetische Manipulation und Reinjektion in Blastozysten so-
wie die Implantation in Ammenmäuse durch Evans [99] eine wichtige Grundlage zur Ge-
nerierung einer KO-Maus geschaffen. Ein weiterer Meilenstein hierfür war das von den 
Arbeitsgruppen um Capecchi [100] und Smithies [101] entwickelte Verfahren des "Gen-
targetings". Beide Wissenschaftler entdeckten unabhängig voneinander, wie man die 
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homologe Rekombination zur gezielten Manipulation des Säugergenoms einsetzen 
kann. Mit der gerichteten Ausschaltung bzw. Modifikation eines Gens auf Keimbahnebe-
ne eröffneten sich neue Perspektiven zur Erforschung der Funktionsweise von Proteinen 
in normalen oder pathologischen Vorgängen (Abb. 6).  
 
1.3.1 Grundlagen 
In den klassischen Experimenten von Capecchi und seinen Mitarbeitern [102] wurde die 
Inaktivierung eines Gens durch den Austausch einer Genregion gegen eine manipulierte 
Genversion auf der Ebene der embryonale Stammzellen (ES-Zellen) via homologer Re-
kombination realisiert. Dazu wurde ein Targetingvektor konstruiert, der mit zwei speziel-
len DNA-Elementen versehen wurde. Zum einem wurde zur positiven Selektion von ES-
Zellen eine Neomycin-Phosphotransferase (kurz Neo)-Kassette in einem Exon einge-
baut. Die getargeten Zellen zeichneten sich durch eine Unterbrechung des betroffenen 
Genbereichs und zugleich durch eine Resistenz gegen das Aminoglykosid-Antibiotikum 
Neomycin aus. Zum anderen wurde zur negativen Selektion ein Herpes-Simplex-Virus 
Thymidin-Kinase (HSV-tk)-Element außerhalb des homologen Bereichs eingebaut. Fin-
det eine zufällige Integration statt, bewirkt die Zugabe des Virostatikums Ganciclovir in 
das Zellkulturmedium das Absterben der betroffenen ES-Zelle. Bei korrekter Integration 
wird die HSV-tk Kassette nicht ins Genom eingebaut. Ganciclovir wird nun nicht 
phosphoryliert und ist somit unschädlich für die Zelle. Zusammen bewirken diese beiden 
Selektionsmechanismen eine effektive Anreicherung der homolog getargeten ES-Zellen, 
die als Ausgangspunkt zur Etablierung einer konventionellen Mauslinie dienen, welche 
sich durch die Zerstörung des Zielgens in jeder Mauszelle auszeichnen [103]. 
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Abb. 6: Generelle Strategie zur Erstellung einer gendefizienten Mauslinie 
Schematisch dargestellt sind die wesentlichsten Schritte zur Generierung einer KO-Mauslinie: (a) Gewin-
nung von ES-Zellen aus Blastozyste und Konstruktion des Targetingvektors; (b) Transfektion der ES-Zellen; 
(c) positiv/negativ Selektion zur Anreicherung der getargeten ES-Zellen; (d) Isolation und Weiterzucht der 
Neomycin-resistenten und Ganciclovir-resistenten Zellen; (f) Identifizierung der Rekombinaten; (e) Blasto-
zysteninjektion zur Gewinnung chimärer Tiere und Rückkreuzung. Weitere Erläuterungen im Text. In Anleh-
nung an [102] und [104]. 
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Ein Nachteil dieser Methode besteht darin, dass die Neo-Kassette im getargeten Locus 
verbleibt. Der spätere Phänotyp kann somit durch die Anwesenheit des Neo-Gens in 
einer unvorhersehbaren Weise beeinflusst werden. Zudem verursacht die Deletion eines 
Gens häufig hochkomplexe, schwer zu interpretierende Phänotypen, da ein Gen in un-
terschiedlichen Geweben auch unterschiedliche Aufgaben übernehmen kann. Oder es 
kommen in der Mausentwicklung Kompensationsmechanismen zum Tragen, die mitunter 
die eigentliche Wirkung des zu untersuchenden Proteins im adulten Tier vollkommen 
verfälschen können. In vielen Fällen zeigte sich auch, dass Nullmutationen zur prä- oder 
postnatalen Letalität führen können. Um diesen Problemen zu begegnen, wurde die 
Technik des Gentargeting durch die Einführung spezieller Rekombinationsysteme erwei-
tert [105] [106] [107]. Die beiden Rekombinasen Cre ("cyclization recombination") aus 
dem Bakteriophagen P1 und Flp (steht für das englische Wort "flip") aus der Hefe Sac-
charomyces cerevisiae sind in der Lage die DNA-Rekombination zwischen zwei Erken-
nungssequenzen (loxP - "locus of crossover of P1" bzw. FRT - "FLP recombinase re-
cognition target") ohne weitere Kofaktoren zu vermitteln [108]. Die loxP- und FRT-
Sequenzen unterscheiden sich zwar in ihrer Nukleotidabfolge, sind jedoch in ihrer se-
kundären Struktur gleich. Sie bestehen aus zwei palindromischen Sequenzen von 13 bp 
Länge, die durch ein zentrales Element (8 bp) unterbrochen sind (Abb. 7 a). Die Anord-
nung der Erkennungssequenzen bestimmt hierbei, ob die Rekombinase eine Deletion, 
Inversion oder eine Translokation induziert. Liegt eine DNA-Region zwischen zwei 
gleichgerichteten Sequenzen (kurz "gefloxte" DNA), so wird es durch die Rekombinase 
als zirkuläres Fragment ausgeschnitten und von der Zelle abgebaut. Übrig bleibt eine 
lox- bzw. FRT-Sequenz (Abb. 7 b). Dieser Mechanismus bildet die Grundlage des kondi-
tionalen Gentargetings [109] und bietet die Möglichkeit zur Generierung von organ- und 
entwicklungsspezifischen KO-Mäusen. Hierbei werden die klassischen Gentargeting-
Techniken eingesetzt, um ein Mausmodell zu erzeugen, in dem der essentielle Bereich 
des zu manipulierenden Gens in gefloxter Form vorliegt. Erst durch die Verpaarung mit 
cre exprimierenden Mausstämmen kommt es zu einer Inaktivierung des gewünschten 
Allels (Abb. 7c). Vor der Cre-Rekombination sollte das Allel die normale Wildtypaktivität 
aufweisen [110]. Daher ist wichtig, bei der Targetingstrategie ein besonderes Augenmerk 
auf die Lage der Rekombinationsseiten zulegen. Liegen diese zum Beispiel in dem Pro-
motorbereich des Genes, so kann man auch im gefloxten Zustand mit einer Expressi-
onsveränderung rechnen. Mittels dieser Methode ist nicht nur die gewebe- bzw. zellspe-
zifische Ausschaltung der Gene möglich, sondern auch das eingangs erwähnte Problem 
der Neo-Kassette findet hiermit eine Lösung. Durch die zusätzliche Einführung einer 
weiteren loxP-Erkennungssequenz kann die Selektionskassette entfernt werden, wobei 
die bewusste gefloxte Genregion erhalten bleibt [111]. Kombiniert man die beiden Re-
kombinationsquenzen loxP und FRT, so dass das getargete Allel gefloxt vorliegt und die 
Neo-Kassette von zwei FRT-Seiten flankiert wird [112], ist man in der Lage gezielt, je 
nach Verpaarungsstrategie, unterschiedliche Mauslinien zu generieren (siehe auch Abb. 
23). Zunächst besteht die Möglichkeit durch die Verpaarung mit FRT-transgene Tieren 
ein konditionales Modell zu erzeugen, welches den Ausgangspunkt für weitere Verpaa-
rungen mit ubiquitär oder gewebespezifischen und/oder induzierbaren [113] cre-
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exprimierenden Linien bildet (Abb. 7 c). Die hierfür benötigten cre- bzw. flp-
exprimierenden Mauslinien werden entweder durch zufällige Integration einer Rekombi-
nase-codierenden Sequenz mit entsprechenden Promotor in das Mausgenom einge-
bracht [114] oder durch das gezielte Einbringen der FRT- bzw. cre-codierenden Sequenz 
in ein Gen, dessen Promotor dann die Kontrolle der Rekombinaseexpression obliegt 
[115].  
 
Abb. 7: Rekombinase-vermittelte Exzision und Integration von DNA 
(a) In Pfeilform dargestellt ist die Basenfolge der loxP- und FRT-Sequenz. Die schwarzen horizontalen Pfeile 
zeigen die 13 bp lange palindromische Sequenzen. Der zentrale Bereich wird durch die gestrichelte Linie 
gekennzeichnet. (b) Schematische Darstellung des Mechanismus der Rekombination am Beispiel von Cre-
loxP-Systems. Die Rekombinase Cre katalysiert die Rekombination zwischen zwei identischen loxP-
Erkennungssequenzen. Das DNA-Segment zwischen den beiden gleichgerichteten loxP-Sequenzen wird in 
Form eines zirkulären Fragments ausgeschnitten, übrig bleibt eine loxP-Erkennungsseite. (c) Konditionale 
Deletion von Genen. Die homozygot-gefloxte Maus kann mit verschiedenen Rekombinase (hier Cre) expri-
mierenden Mausstämmen verpaart werden. Das Zielgen wird nur in den cre-exprimierenden Zellen inakti-
viert. Die Cre-Expression kann der Kontrolle eines ubiquitären oder eines gewebespezifischen und/oder 
eines Liganden (z.B. Tamoxifen)-aktivierbaren Promotors unterliegen. In Anlehnung an [108]. 
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Die Möglichkeit der Einfügung von jeglichen Mutationen in das Mausgenom durch das 
Gentargeting in ES-Zellen ist, wie auch schon zu Beginn erwähnt wurde, ein hilfreiches 
Werkzeug für die Untersuchung der Genfunktion in vivo. Jedoch gilt der erste essentielle 
Schritt, die Erstellung eines konditionalen Knockoutvektors, als ein kritischer und mitun-
ter sehr zeitaufwendiger Faktor. Die klassische Methode zur Generierung eines solchen 
Vektor ist zunächst die Suche nach passenden Restriktionsstellen im oder in der Nähe 
des gewünschten Gens. Diese Schnittstellen werden dann genutzt, um die loxP/FRT 
Erkennungsstellen und verschiedene andere DNA-Elemente, wie die Selektionskasset-
ten, per Ligation einzubringen. Allerdings liegen geeignete Restriktionsstellen in den 
meisten Fällen limitiert vor. Des Weiteren gestaltet sich die Amplifikation und Manipulati-
on von großen DNA-Abschnitten extrem schwierig. Einfacher und weniger zeitaufwendig 
dagegen ist auch bei diesem Schritt das Konzept der homologen Rekombination [116] 
anzuwenden. Dieser Prozess, das sogenannte "Recombineering" (homologie-
abhängiges, rekombinationsvermitteltes DNA-Engineering) [117] wurde ursprünglich in 
Hefen angewandt [118] und auf Escherichia coli übertragen. Genutzt werden hierbei 
entweder die bakterieneigene Rekombinationsfunktion via recA [119] oder Bakteriopha-
gen-codierten Rekombinationssysteme wie die recET-Gene des Rac-Phagen [120] und 
die red Gene des Phagen λ [121]. Das Funktionsprinzip ist in allen Systemen ähnlich: 
Rekombinations-defiziente E. coli Stämme werden so ausgestattet, dass sie über einen 
begrenzten Zeitrahmen in der Lage sind doppelsträngige (ds) DNA-Fragmente (z.B. Se-
lektionsmarker und FRT/loxP Sequenzen) via homologe Rekombination in Plasmide 
oder BACs ("bacterial artificial chromosomes") einzubauen.  
Das λ-Red System, welches auch in der vorliegenden Arbeit verwendet wurde (3.2.6 und 
4.2.1), umfasst zwei Red-Gene, die für die Rekombination erforderlich sind. Zum einen 
exo, eine 5'-3' Exonuklease, die am 5'-Ende des dsDNA-Fragments einzelsträngige 
DNA-Überhänge produziert. Zum anderen bet, welches diese Überhänge schützt und 
beim Rekombinationsprozess unterstützend wirkt. Ein drittes Red-Gen, namens gam 
codiert für ein Protein, dass das bakterieneigene Reparatursystem RecBCD (Exonuklea-
se, welche lineare dsDNA abbaut) inhibiert. In diesem λ Prophagen-abgeleiteten System 
werden exo, bet und gam vom einem λ Prophagen, der im E. coli Chromosomen integ-
riert ist [121] [122], exprimiert. Die Expression dieser Gene unterliegt dem λ PL-
Promotor, der seinerseits unter Kontrolle des temperatur-sensitiven Repressor λ cI857 
steht. Bei 32°C ist der Repressor aktiv; die Expression ist unterdrückt. Erst durch einen 
kurzen Hitzeschock von 42°C werden die Gene exprimiert. Solche rekombinogenen 
Bakterien sind nun in der Lage, zuvor transformierte lineare dsDNA-Fragmente, flankiert 
von kurzen homologen Armen (50 bp [121] bis 500 bp [116]), gegen die entsprechende 
Ziel-DNA eines BACs oder Plasmids auszutauschen. Das "Recombineering" stellt somit 
eine äußerst effiziente Methode zur genetischen Modifikation in vivo dar. Mit ihr ist es 
relativ einfach konditionale Targetingkonstrukte zu erstellen [123], die ihrerseits den 
Ausgangspunkt für konditionale KO-Mauslinien bilden.  
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1.3.2 Mausmodelle zur Funktionsaufklärung von Claudinen 
Mausmodelle sind essenziell für das Verständnis der Claudin-Funktion in der Entwick-
lung und/oder in den Geweben. Die in vivo-Modifikationen weisen auf unterschiedliche 
Funktionalität sowie die gewichtige Bedeutung der Claudine in der Epithel-
/Endothelintegrität und Kompartimenterhaltung hin. Da Claudine in allen endo- und epi-
thelialen Geweben exprimiert werden, ist es nicht verwunderlich, dass viele humane 
Erkrankungen mit Mutationen in claudin-Genen assoziiert sind. Auch die generierten 
murinen Defizienzmodelle der entsprechenden Claudine zeigen zum Teil vergleichbare 
Pathologien:  
Rasterschub-Mutationen im humanen CLDN1-Gen wurden in verschieden Familien mit 
dem neonatalen Ichthyose-Sklerosierende-Cholangitis (NISCH)-Syndrom identifiziert 
[124] [15] . Diese extrem seltene und komplexe Erkrankung zeichnet sich durch schwere 
Verhornungsschäden und Gallenwegsentzündungen (Cholangitis) aus. Sowohl die 
Ichthyose als auch die Cholangitis stehen in Beziehung zur Defizienz von Claudin-1 und 
sind auf die veränderte Integrität der Tight Junction zurückzuführen. Allerdings wird die 
menschliche Erkrankung durch den Phänotyp der Claudin-1-defizienten Maus nicht ex-
akt reflektiert: Die Tiere versterben bereits einen Tag nach der Geburt durch transderma-
len Wasserverlust [125].  
Mutationen im CLDN14-Gen wurden bei mehreren pakistanischen Familien, die an der 
kongenitalen Taubheit (DFNB29) leiden, identifiziert [126]. Die Cldn14 KO-Mäuse sind 
ebenfalls taub. Der Mangel an Cldn14 führt zu Veränderungen der Ionenhomöostase im 
Inneren Ohr und zu einem Verlust der äußeren sensorischen Haarzellen. Es wird vermu-
tet, dass eine erhöhte Kaliumionkonzentration in der Endolymphe, bedingt durch die 
gestörte TJ-Barrierefunktion, zur Degradation der Haarzellen führt [56]. Kürzlich gefun-
dene SNPs („single nucleotide polymorphims“) in humanem CLDN14 stehen im Zusam-
menhang mit der Ausbildung von Nierensteinen, Hyperkalziurie, niedriger Knochendichte 
und niedrigem Serum-CO2 Spiegel [127]. Im Mausmodell konnten hinsichtlich dieser 
Symptome keine Beobachtungen gemacht werden. Eine Cldn11-Cldn14 Doppel-KO-
Mauslinie wies die Phänotypen der einzelnen Linien auf, jedoch bildeten die Tiere zu-
sätzlich eine milde Hyperkalziurie und Hypermagnesiurie (statistisch aber nicht signifi-
kant) aus [128].  
Verschiedene Rasterschub- und Punktmutationen im humanen CLND16 [129] [64] und 
CLDN19 [130] [131] konnten als Ursache eines renalen Salzverlustsyndroms - Familiäre 
Hypomagnesiämie mit Hyperkalziurie und Nephrokalzinose (FHHNC) identifiziert wer-
den. Die betroffenen Patienten leiden schon in den ersten Lebensjahren an rezidivieren-
de Harnwegsentzündungen, Polyurie, Nierensteinen oder Niereninsuffienz. Zwei publi-
zierte Cldn16-defiziente Mausmodelle, eine Knockdown- (KD) [132] und eine Knockout-
Mauslinie [133] zeigten zum Teil FHHNC-ähnliche Symptome in weniger ausgeprägter 
Form. Beide Modelle haben renalen Kalzium- sowie Magnesiumverlust und wiesen ei-
nen niedrigen Serum-Magnesiumspiegel auf. Eine Nephrokalzinose und Hypokaliämie 
konnte bei den KD-Mäusen gezeigt werden, bei den KO-Tieren jedoch nicht. Auch in der 
Ionenselektivität im dicken aufsteigenden Ast der Henle-Schleife unterscheiden sich bei-
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de Defizienzmodelle. Patienten mit CLDN19-Mutationen weisen neben FHHNC auch oft 
ein eingeschränktes Sehvermögen auf. Auch hier existieren zwei Cldn19-defiziente 
Mausmodelle, die sich ihren jeweiligen Phänotypen unterscheiden. Die Cldn19 KD-
Mauslinie [57] zeigt, wie die FHHNC Patienten, einen chronischen renalen Kalzium- und 
Magnesiumverlust. Eine Einschränkung des Sehvermögens konnte nicht nachgewiesen 
werden. Die Cldn19 KO-Linie [134] weist dagegen keinerlei Nierenfehlfunktion auf, je-
doch konnten Defekte im peripheren Nervensystem dokumentiert werden. Elektronen-
mikroskopische Untersuchungen belegten das Fehlen von jeglichen TJ-Strukturen in den 
Schwann-Zellen der KO-Tieren.  
Letztere Tiermodelle demonstrieren wie sehr sich die Phänotypen von Defizienzmodel-
len, die durch verschiedene Deletionskonzepte (KD vs. KO) generiert worden sind, un-
terscheiden können. Bei der Erstellung der Knockdown-Mäuse bleibt das Gen vollstän-
dig erhalten, die Expression des Proteins wird unter anderem durch den Einsatz von 
siRNA ("small interfering" RNA) auf translationaler Ebene unterbunden. Aus diesen Un-
terschieden in der Methodik können durchaus die unterschiedlichen Phänotypen resul-
tieren. Ein weiterer Grund für die abweichenden Beobachtungen könnte der unterschied-
liche genetische Hintergrund der verwendeten Mäuse sein.  
In Tab. 1 sind die oben genannten sowie weitere Claudin-Mausmodelle zusammenge-
fasst [2], [135]. Aus den gewonnenen Daten der in vivo-Modelle wird die Breite der 
Claudin-Funktionen ersichtlich. Es scheint dabei eine Art "Balance der Claudine" [39] zu 
existieren, die essentiell für die Aufrechterhaltung der Epithel- bzw. Endothelintegrität ist. 
Ist diese gestört, treten Defekte auf, die sich bezüglich des Schwergrades und der be-
troffenen Organe außerordentlich unterscheiden können. Die unsterstricht die große 
Bedeutung der Claudine innerhalb des TJ-Komplexes.  
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Tab. 1: Claudin-Mausmodelle 




Cldn1* KO Defekt in der Hautbarriere → Wasserverlust ~24 h [125] 
Cldn2 KO verminderte parazelluläre Na+ -Selektivität im proximalen 
Tubulus / Dünndarm 
ja [136] [137] 
Cldn5 KO Defekt der Blut-Hirn-Schranke (durchlässig für Moleküle 
<800 Da) 
~24 h [138] 
Cldn6 KO kein veränderter Phänotyp beobachtet ja [139] 
Cldn6 Tg Überexpression von Cldn6 → Dysfunktion der Hautbar-
riere 
~48 h [140] 
Cldn7 KO renaler Velust von Na+, Cl-, K+ und chronischer Dehydra-
tion; 
~12 Tage [141] [142] 
 
veränderte Intestinalmukosa und Entzündungserschei-
nungen   
Cldn9 ENU Taubheit → Verlust der kochleären Haarsinneszellen  ja [143] 
Cldn10 KO Total-KO: unklare Todesursache ~24 h **
 Partieller KO (TAL): verminderte parazelluläre Na+-




Cldn11 KO Defekt der Blut-Testis-Schranke → Sterilität der Männ-
chen  
ja [145] [146] 
 Verlangsamte Nervenleitgeschwindigkeit im ZNS und 
Schwäche der Hintergliedmaßen   
 Taubheit  [147] [148] 
Cldn14* KO Taubheit → Degeneration der kochleären Haarsinnes-
zellen 
ja [56] 
Cldn15 KO Enteromegalie  
verminderte parazelluläre Na+ Permeabilität und Malab-
sorption (Glukose, Aminosäuren, Lipde) im Dünndarm 
ja [149] [137] 
Cldn16* KO Hyperkalziurie, Hypomagnesiämie ja [133] 




→ Phänotyp ähnlich FHHNC, jedoch keine Niereninsuf-
fizienz und Nierensteine   
Cldn18 KO erhöhter H+ Flux im Magen beobachtet → atrophische 
Gastritis (Cldn18.1 KO) 
ja [150] 
 
verminderte Knochendichte/-masse  
(Cldn18.1/Cldn18.2 KO)  
[151] 
Cldn19* KO periphere Neuropathie, Defekte in TJ-Barriere der 
Schwann-Zellen 
ja [134] 
Cldn19* KD renale Resorptionsstörungen → Verlust von Ca2+ und 
Mg2+ 
ja [57] 




* Mutationen in diesen Claudinen sind mit humanen Erkrankungen assoziiert (siehe Text). Tg - Transgen, KD 
- Knockdown, KO - Knockout, ENU - Ethylnitrosoharnstoff Mutagenese, TAL - "thick ascending limb" dicker 
aufsteigender Ast der Henle-Schleife  
** unveröffentlichte Daten 
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2 Zielstellung 
Der Fokus unserer Arbeitsgruppe ist die Erforschung epithelialer Transportprozesse in 
der Niere. Zentraler Angelpunkt ist hierbei die Funktionsaufklärung, der im aufsteigenden 
Ast der Henle-Schleife (TAL - "thick ascending limb") exprimierten Claudine. Soweit be-
kannt ist, sind im murinen TAL Claudin-3, Claudin-11, Claudin-14, Claudin-16 und Clau-
din-19 lokalisiert. In diesem Kontext wurden bislang in unserer Gruppe murine Defi-
zienzmodelle für Claudin-10 und Claudin-16 generiert und charakterisiert. Auch für die 
verbleibenen TAL-Claudine, mit Ausnahme von Claudin-3, existieren solche Mausmodel-
le bereits. Die funktionelle Rolle von Claudin-3 in vivo ist bisher noch nicht geklärt. Gen-
mutationen, die im Zusammenhang mit humanen Erkrankungen stehen, wurden bislang 
nicht identifiziert. Alle generierten Daten zur Funktionsaufklärung basieren auf Versu-
chen in Zelllinien und konnten zu einem besseren Verständnis beisteuern. Um jedoch 
die Komplexität eines Organismus wiederzuspiegeln, bedarf es anderer Untersu-
chungsmethoden.  
Neben der Niere ist Claudin-3 in vielen Geweben lokalisiert, besonders in Leber, Lunge, 
Colon und Pankreas. Um die Funktion von Claudin-3 in vivo aufzuklären, sollten im 
Rahmen dieser Arbeit zunächst Mäuse erzeugt werden, die eine Deletion des Cldn3-
Gens aufweisen und somit nicht mehr in der Lage sind das Protein zu exprimieren. Um-
gesetzt wurde dieses Projekt auf der Grundlage des konditionalen Gentargetings. Diese 
Technik bietet die Möglichkeit organ- und entwicklungsspezifische Knockout-Mäuse zu 
generieren. Für die Erstellung des Targetingvektors wurde das Konzept des "Recombi-
neerings" benutzt, ein schneller und effizienter Weg zur Erzeugung eines funktionellen 
Cldn3-Targetingvektors.  
Im nächsten Schritt sollten die Folgen des Verlustes des CLDN3-Proteins untersucht 
werden. Die Tiere sollten einer Grundphänotypisierung unterzogen werden, wobei so-
wohl die Vitalität als auch die Fertilität überprüft wurden. Der Fokus lag primär auf der 
Nierenfunktion, aufgrund der ubiquitären Expression von Claudin-3 wurden aber auch 
selektierte andere Organe untersucht. Im Mittelpunkt der Untersuchungen standen ne-
ben der Histologie und der Morphologie auch Transkriptomanalysen wichtiger Organe 
und die intestinale Elektrophysiologie. 
Des Weiteren sollte das vorliegende Tiermodell für zukünftige funktionelle Analysen im 
Zusammenhang mit Claudin-3 dienen. Das konditionale Mausmodell eröffnet die Mög-
lichkeit durch Einkreuzen einer geeigneten Cre-exprimierenden Mauslinie die Effekte 
des Verlustes von Claudin-3 in einzelnen Organen beziehungweise in bestimmten Ent-
wicklungsabschnitten zu studieren. Ferner bietet das Modell die Basis um die Knockout-
Mäuse in verschiedenen Stresssituationen (Wasserrestriktion, Salzdiäten, Pharmakolo-
gische Interventionen) zu untersuchen. 
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3 Material und Methoden 
3.1 Material 
3.1.1 Verbrauchsmaterial 
Die in der Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien, wie Reaktionsgefäße, Pipetten-
spitzen, Kanülen, Spritzen, Zellkulturmaterial u.a., wurden falls nicht gesondert aufge-
führt von den Firmen Eppendorf (Hamburg, D), Sarstedt (Nümbrecht, D), BD Bioscience 
(Franklin Lakes, USA), Carl Roth (Karlsruhe, D), GE Healthcare (München, D) und Lan-
genbrink (Emmendingen, D) bezogen.  
 
3.1.2 Chemikalien und Reagenzien 
Tab. 2: Verwendete Chemikalien und Reagenzien 
Chemikalien & Reagenzien Firma 
[α32P] dCTP (3000 Ci/mmol) PerkinElmer, Rodgau, D 
100x "Non Essential Amino Acids" (NEAA) Invitrogen, Karlsruhe, D 
200 µM L-Glutamin Invitrogen, Karlsruhe, D 
Acrylamid/Bisacrylamid Biorad, München, D 
Ammoniumacetat Applied Biosystems, Carlsbad, USA 
APS Merck, Berlin, D 
Complete Mini, Protease Inhibitor Cocktail Roche, Mannheim, D 
Dako-Stift DAKO, Hamburg, D 
DAPI Invitrogen, Karlsruhe, D 
dATP Carl Roth, Karlsruhe, D 
DMEM (1X), liquid Invitrogen, Karlsruhe, D 
DMEM, Puder Invitrogen, Karlsruhe, D 
dNTP New England Biolabs, Frankfurt, D 
DTT Serva, Heidelberg, D 
Eosin G Carl Roth, Karlsruhe, D 
Esel Serum Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D 
Ficoll 400® (Polysucrose) Carl Roth, Karlsruhe, D 
Fötales Kälberserum (FKS) Invitrogen, Karlsruhe, D 
Ganciclovir Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D 
Geneticin (G418) Invitrogen, Karlsruhe, D 
Hämalaunlösung sauer nach Mayer Carl Roth, Karlsruhe, D 
Ketamin, 100 mg/ml (Ketavet® ) Pfizer, Berlin, D 
Laufpuffer (Western Blot) Biorad, München, D 
Leukemia Inhibitory Factor (LIF) Millipore, Billerica, USA 
Mayer`s Hämatoxylin  DAKO, Hamburg, D 
Natriumbicarbonat Invitrogen, Karlsruhe, D 
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Chemikalien & Reagenzien Firma 
NeoClear® Merck, Berlin, D 
Nuclease-free-water Qiagen, Hilden, D 
Paraffin-6 Richard-Allen-Scientific, Kalamazoo, USA 
Paraffin-9 Richard-Allen-Scientific, Kalamazoo, USA 
Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol  Carl Roth, Karlsruhe, D 
Ponceau-S Carl Roth, Karlsruhe, D 
Rapid-hyb buffer GE Health Care, München, D 
RNA Later®  Ambion, Foster City, USA 
SDS Biorad, München, D 
ß-Mercaptoethanol  Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D 
TEMED Biorad, München, D 
Tissue Freezing Medium Jung, Nußloch, D 
Transferpuffer (Western Blot) Biorad, München, D 
Tris-HCl pH 6,8 Sammelgel Biorad, München, D 
Tris-HCl pH 8,6 Trenngel Biorad, München, D 
Trizol® Reagent Invitrogen, Karlsruhe, D 
Trypsin (0,05%)/EDTA (0,53 mM) Invitrogen, Karlsruhe, D 
Trypsin (0,25%)/EDTA (1 mM) Invitrogen, Karlsruhe, D 
Xylazin, 20 ml/mg (Rompun® ) Bayer, Leverkusen, D 
Ziegenserum Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D 
 
Weitere Standard-Chemikalien und Reagenzien sind von folgenden Firmen bezogen wurden: Sigma-Aldrich 
(Taufkirchen, D), Merck (Berlin, D) und Carl Roth (Karlsruhe, D) 
 
3.1.3 Geräte 
Tab. 3: Verwendete Geräte 
Gerät Modell Firma 
Detektionssystem Lumi-Imager™ F1  Boehringer, Mannheim, D 
Einbettautomat Microm EC 350-1 Thermo Scientific, Rockford, USA 
Elektrophorese-Kammer Horizon® 11.14 Gibco BRL, Gathersburg, USA 
Elektroporationsapparat MicroPulser™ Biorad, München, D 
Elektroporationsapparat Gene Pulser® II Biorad, München, D 
Fluoreszenzmikroskop DM IRE2 Leica, Wetzlar, D 
Geldokumentation Intas Gel Imager Intas, Göttingen, D 
Gelelektrophorese Spannungsgerät Standard Power 24  Biometra, Göttingen, D 
Gelelektrophorese-/ Blotsystem Mini Trans Blot Cell Biorad, München, D 
Gewebe-Homogenisator 1 Milliliter Wheaton, Millville, USA 
Heizblock Thermoblock TDB 120 Lab 4 you, Berlin, D 
Image Analyzer FLA 3000 Scanner  Fuji Film, Stamford, USA 
Imager Platte  BAS-IP-MS 2300 Fuji Film, Stamford, USA 
Kryostat CM3050S Leica, Wetzlar, D 
Mikroskop  Axio Imager M1 Carl Zeiss, Jena, D 
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Gerät Modell Firma 
Mikrotom Microm HM 325 Thermo Scientific, Rockford, USA 
Mikrowelle HMT72M450 Bosch, Gerlingen-Schillerhöhe, D 
Pipetten Pipeman P-Serie Gilson, Villiers le Bel, F 
Schlauch-(Perfusions)-pumpe Sci-Q 323 Watson-Marlow, Rommerskirchen, D 
Spektralfotometer MR 5000 Pharmacia Dynatech, Denkendorf, D 
Spektralfotometer NanoDrop™ 1000 Thermo Scientific, Rockford, USA 
Szintillationszähler  LS6000 SC Beckman Coulter, Krefeld, D 
Thermocycler MyCyler Biorad, München, D 
Thermocycler  T3 Biometra, Göttingen, D 
Tisch-pH-Meter MP220 Basic  Metler Toledo, Columbus, USA 
Ultrazentrifuge L8 - 60M Beckman Coulter, Krefeld, D 
Zentrifuge Micro 22R Biorad, München, D 
Zentrifuge Micro 200R Hettich, Tuttlingen, D 
 
3.1.4 Kommerzielle Kit-Systeme 
Tab. 4: Verwendete Kit-Systeme 
Bezeichnung Zweck Lieferant 




DAKO, Hamburg, D 
High pure PCR product purification kit DNA-Aufreinigung Roche, Mannheim, D 
Illumina® TotalPrep RNA Amplification  Microarray Ambion, Foster City, USA 
Lumi-Light Western Blotting Kit  Western Blot Roche, Mannheim, D 
Mouse WG-6v2.0 BeadChip  Microarray Illumina, San Diega, USA 
MTC Human Panel / Mouse Panel I+III Expressionsanalysen Clontech, Mountain View, USA 
Omniscript® Reverse Transcription Kit  cDNA Synthese Qiagen, Hilden, D 
peqGOLD Plasmid Miniprep I Plasmid Isolation Peqlab, Erlangen, D 
Pierce BCATM Protein Assay Kit  Proteinkonzentration Thermo Scientific, Rockford, USA 
Prime-It® II Random Primer Labeling  Southern Blot Hybridisie-
rung 
Agilent Technologies, Waldbronn, 
D 
QIAGEN Plasmid Maxi Kit Plasmid Isolation Qiagen, Hilden, D 
RNeasy® Mini Kit RNA-Aufreinigung Qiagen, Hilden, D 
 
3.1.5 Vektoren und Plasmide 
Tab. 5: Verwendete Vektoren und Plasmide 
Name Herkunft Gen-Information 
PL451 NCI-Frederick, Frederick, USA FRT-PGK-EM7-NeobpA-FRT-loxP 
PL452 NCI-Frederick, Frederick, USA loxP-PGK-EM7-NeobpA-loxP 
PL253 NCI-Frederick, Frederick, USA modifizierte MC1TK 
pGEM®-T Easy Promega, Madison, USA   
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3.1.6 Bakterienstämme 
Tab. 6: Verwendete E. coli Stämme 
Stamm Herkunft Genotyp       
DH5α Invitrogen, Karlsruhe, D F- φ80lacZ∆M15 ∆(lacZYA-argF)U169 recA1 endA1 
hsdR17(rk-, mk+) phoA supE44 thi-1 gyrA96 relA1 λ-  
DH10B NCI-Frederick, Frederick, USA F- mcrA ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC) Φ80dlacZ∆M15∆lacX74 
deoR recA1 endA1 araD139 ∆(ara, leu)7649  galU galK 
rspL nupG 
SW105 NCI-Frederick, Frederick, USA  DH10B [lcl857(cro-bioA)<>araC-PBADflpe]  
SW106 NCI-Frederick, Frederick, USA DH10B [lcl857(cro-bioA)<>araC- PBADcre]  
 
3.1.7 Antibiotika 
Tab. 7: Verwendete Antibiotika  
Antibiotika Firma Stammlösung  Finalkonzentration 
Ampicillin Carl Roth, Karlsruhe, D 200 mg/ml 100 µg/ml 
Chloramphenicol Carl Roth, Karlsruhe, D 25 mg/ml 12,5 µm/ml 
Ganciclovir Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D 20 mM  2 µM  
Geneticin (G 418) Gibco® Invitrogen, Karlsruhe, D 50 mg/ml 200 µg/ml 
Kanamycin Carl Roth, Karlsruhe, D 50 mg/ml 50 µg/ml 
Mitomycin C  Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D 1 mg/ml 100 µg/ml 
Penicillin / Strep-
tomycin  
Gibco® Invitrogen, Karlsruhe, D 5000 U Penicillin 
5 mg/ml Streptomycin 
50 U Penicillin 
50 µg/ml Streptomycin 
 
3.1.8 Enzyme 
Tab. 8: Verwendete Enzyme 
Bezeichnung Zweck Firma 
Antarctic Phosphatase Dephosphorylierung New England Biolabs, Frankfurt, D 
DNase I RNA-Präparation Invitrogen, Karlsruhe, D 
Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase PCR Finnzymes, Espoo, FIN 
Power SYBR® Green PCR Master Mix PCR Applied Biosystems, Carlsbad, USA 
Proteinase K DNA-Präparation Carl Roth, Karlsruhe, D 
Restriktionsenzyme Restriktionsverdau New England Biolabs, Frankfurt, D 
RNase A DNA-Präparation Carl Roth, Karlsruhe, D 
T4 DNA Ligase Ligation Invitrogen, Karlsruhe, D 
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3.1.9 Größenstandards 
Tab. 9: Verwendete Größenstands für Bestimmung der DNA- und Proteingrößen 
Zweck Bezeichnung Firma 
DNA-Größenmarker MassRulerTM DNA Ladder, High Range Fermentas, St. Leon-Rot, D 
 O'GeneRulerTM 1 kb DNA Ladder Plus Fermentas, St. Leon-Rot, D  
 O'GeneRulerTM 100 bp DNA Ladder Plus Fermentas, St. Leon-Rot, D  
 1 kb DNA Ladder Invitrogen, Karlsruhe, D 
Proteingrößenmarker PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder Fermentas, St. Leon-Rot, D  
 MagicMarkTM XP Western Protein Standard Invitrogen, Karlsruhe, D 
 SeeBlue® Prestained Standard Invitrogen, Karlsruhe, D 
 
3.1.10 Antikörper 
Tab. 10: Verwendete primare Antikörper und deren eingesetzte Verdünnung 
Abkürzungen: WB – Western Blot, IHC – Immunhistochemische Färbung (enzymat.), IF – Immunfluoreszenz  
Antikörper ge-
gen Spezies Herkunft WB IHC IF 
β-Actin Maus Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D 1:100.000 - - 
β-Actin Kaninchen Abcam, Cambridge, GB 1:500.000 1:300 1:300 
Claudin-3  Kaninchen Invitrogen, Karlsruhe, D 1:500 1:50 1:50 
Claudin-4 Kaninchen Invitrogen, Karlsruhe, D 1:400 1:50 1:50 
GAPDH Kaninchen Abcam, Cambridge, GB 1:2000 - - 
ZO-1 Ratte Acris, Herford, D - - 1:200 
 
Tab. 11: Verwendete sekundäre Antikörper und deren eingesetzte Verdünnung 
Antikörper Typ Herkunft Verdünnung 
Anti-Kaninchen IgG POD-konjugiert Roche, Mannheim, D 1:1000 
Anti-Maus IgG POD-konjugiert Roche, Mannheim, D 1:1000 
Esel Anti-Kaninchen IgG Alexa Fluor 488®  Invitrogen, Karlsruhe, D 1:500 
Esel Anti-Kaninchen IgG Alexa Fluor 594®  Invitrogen, Karlsruhe, D 1:500 
Esel Anti-Ratte IgG Alexa Fluor 488®  Invitrogen, Karlsruhe, D 1:500 
Esel Anti-Ratte IgG Alexa Fluor 594®  Invitrogen, Karlsruhe, D 1:500 
Ziege Anti-Kaninchen IgG Alexa Fluor 594®  Invitrogen, Karlsruhe, D 1:500 
Ziege Anti-Ratte IgG Alexa Fluor 488®  Invitrogen, Karlsruhe, D 1:500 
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3.1.11 Zelllinien und Versuchstiere  
Tab. 12: Verwendete Zelllinien und Versuchstiere 
Typ Ursprung Herkunft 
Murine embryonale Fibroblasten neomycin-resistente Mauslinien MDC, Berlin, D  
Murine embryonale Stammzellen 129S7/SvEvBrd-Hprtb-m2 MDC, Berlin, D  
Blastozysten C57Bl/6N MDC, Berlin, D / FEM, Berlin, D 
Ammentiere NMRI MDC, Berlin, D / FEM, Berlin, D 
FLP transgene Mäuse B6;SJL-Tg(ACTFLPe)9205Dym The Jackson Lab, Bar Harbor, USA
Cre transgene Mäuse B6.C-Tg(CMV-cre)1Cgn/J The Jackson Lab, Bar Harbor, USA
Zuchttiere für Rückverpaarungen C57Bl/6N MDC, Berlin, D / FEM, Berlin, D 
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3.2 Methoden 
3.2.1 Kultivierung von Bakterien 
 
Alle Arbeitsschritte wurden unter einer sterilen Werkbank vorgenommen. 
 
3.2.1.1 Herstellung von Bakterienkulturen 
Bakterien vom Stamm Escherichia coli wurden in normalen LB (engl. „lysogeny broth“ 
[152] [153]) Medium oder „low salt“ LB-Medium unter Zugabe des entsprechenden Anti-
biotikums kultiviert. Es wurden 5 ml oder 500 ml Kulturen angesetzt. Diese wurden im 
Schüttelinkubator (250 rpm) über Nacht bei 37°C, sofern nicht anders angegeben, inku-
biert.  
Die auf LB-Agarplatten mittels einer Impföse ausgestrichenen Bakterien wurden bei 
37°C für etwa 16 Stunden in einem Brutschrank kultiviert. Es wurden mit Hilfe von steri-
len Zahnstochern einzelne Bakterienkolonien von der Platte gepickt. Mit diesen wurde 
dann eine 5 ml Flüssigkultur angeimpft. 
 
LB Medium (steril) 10 g/l Trypton 
 5 g/l Hefeextrakt 
 10 g/l NaCl  
  pH 7,5 
 
"low salt" LB Medium (steril) 10 g/l Trypton 
 5 g/l Hefeextrakt 
 5 g/l NaCl  
  pH 7,5 
 
Agarplatten (steril) 15 g/l  Agar-Agar 
 mit LB Medium auffüllen, erhitzen und in Kulturschalen füllen 
 
3.2.1.2 Lagerung von Bakterienkulturen 
Flüssigkulturen und Agarplatten konnten bei 4°C ca. einen Monate aufbewahrt werden. 
Zur Langzeitlagerung von Bakterien wurden Glycerol-Stocks angelegt. Dazu wurden 
50% Übernacht-Bakterienkultur und 50% steril autoklaviertes Glycerol vermengt und auf 
Trockeneis schockgefroren. Die dauerhafte Lagerung erfolgte bei -80°C. 
 
3.2.1.3 Densitometrie 
Die Zelldichte der Bakterienkulturen wurde mit einem Fotospektrometer bei einer Wel-
lenlänge von 600 nm bestimmt. Das LB Medium diente als Referenz. Die Extinktion ei-
ner Übernachtkultur sollte um 0,6 liegen, um die optimale Zelldichte für nachfolgende 
Experimente zu gewährleisten. 
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3.2.2 Herstellung kompetenter E. coli-Zellen und Transformationen 
3.2.2.1 Chemische Methode  
Für diese Art der Transformation wurden bereits chemisch-kompetente DH5α-Zellen der 
Firma Invitrogen benutzt. Es wurden 50 µl kompetente Zellen auf Eis aufgetaut und 4 µl 
eines 20 µl Ligationsansatzes oder 1 ng Plasmid-DNA dazugegeben. Dann wurde das 
Gemisch 15 Minuten auf Eis inkubiert. Anschließend wurden die Proben 20 Sekunden in 
ein 37°C warmes Wasserbad gesetzt (Hitzeschock). Nach einer kurzen Zeit auf Eis wur-
den die Ansätze mit 700 µl vorgewärmtes SOC Medium (engl. "super optimal broth with 
carbon") versetzt und etwa 1 Stunde bei 37°C, sofern nicht anders vermerkt, schüttelnd 
inkubiert. Die Zellen wurden dann 1 Minute bei Raumtemperatur zentrifugiert (5000 
rpm). Der Überstand wurde verworfen, das Pellet resuspendiert und auf den Agarplatten 
mit dem entsprechenden Antibiotikum ausgestrichen. Die Platten wurden über Nacht bei 
37°C inkubiert. 
 
3.2.2.2 Physikalische Methode 
Zur Vorbereitung wurden 5 ml "low salt" LB Medium mit E. coli Glycerol-Stocks ange-
impft und über Nacht bei 37°C, falls nicht anders vermerkt, inkubiert. Am nächsten Tag 
wurde die Kultur, sofern sie eine OD600 von 0,6 aufwies, 1:35 verdünnt und für 2,5 Stun-
den bei 37°C, 220 rpm geschüttelt. Sobald die Bakterienkulturen eine OD600 von 0,2 er-
reicht hatten, wurde die Zelllösung in 10 ml Ansätze aufgeteilt und für 5 Minuten in ein 
Eiswasserbad (2°C) gesetzt. Für den Erfolg der Transformation war es äußerst wichtig, 
dass alle Lösungen und Gefäße vorgekühlt waren. Die Zellen wurden dann bei 0°C und 
5000 rpm 5 Minuten zentrifugiert. Das Zellpellet wurde anschließend in 888 µl eiskalten 
Wasser resuspendiert und in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß transferiert. Nach drei Wasch-
schritten (14.000 rpm, 40 Sekunden, 0°C) wurden die Zellen in 60 µl eiskalten Wasser 
aufgenommen und in eine Küvette (0,1 cm Elektrodenabstand, Biorad) mit 1 µl DNA (1 
bis 10 ng Plasmid-DNA, 100 ng BAC DNA) vermengt. Zur Elektroporation wurde der 
"MicroPulser™" der Firma Biorad (Programm Ec1 [1,8 kV]) verwendet. Sofort nach dem 
elektrischen Impuls wurde vorgewärmtes SOC-Medium in die Küvette gegeben und in 
ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. Es folgte eine einstündige Inkubation bei 37°C. 
Anschließend wurde die Zellsuspension auf selektive Agarplatten ausplattiert und über 
Nacht bei 37°C kultiviert. 
 
SOC Medium (steril)   20 g/l   Trypton  
  5 g/l   Hefeextrakt  
  0,5 g/l   NaCl  
  2,5 mM   KCl  
  20 mM   MgCl2  
  10 mM   Glukose  
  pH 7  
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3.2.3 Isolation und Aufreinigung von Nukleinsäuren 
3.2.3.1 Präparation Plasmid-DNA 
Die Isolierung von DNA-Plasmiden im kleinen Maßstab (Kulturvolumen 5 ml) wurde nach 
dem Protokoll des Herstellers Peqlab (peqGOLD Plasmid Miniprep I) durchgeführt. Die-
ses Plasmid-Mini-Präparationskit kombiniert eine modifizierte alkalische Lyse mit den 
selektiven und reversiblen DNA-Bindungseigenschaften von Silikamembranen und di-
verse Zentrifugationsschritte. 
Des Weiteren wurde Plasmid-DNA durch alkalische Lyse mit SDS (Natriumdodecylsul-
fat) Behandlung gewonnen. Dazu wurde 1 ml der Übernachtkulturen in ein Reaktionsge-
fäß gegeben und 1 Minute bei 14.000 rpm Raumtemperatur zentrifugiert. Der Überstand 
wurde verworfen, das Bakterienpellet in 150 µl Puffer 1 resuspendiert. Nun wurde die 
Suspension kräftig gevortext. Anschließend wurde 150 µl Puffer 2 dazugegeben und 
vorsichtig sechsmal geschüttelt. Die Zellen wurden durch das enthaltene Natriumhydro-
xid (NaOH) und dem SDS alkalisch lysiert. Der Zusatz von 150 µl Puffer 3 bewirkt eine 
Neutralisierung, NaOH fällt zusammen mit Proteinen und genomischer DNA aus. Sicht-
bar als ein weißes, flockiges Präzipitat. Nach einer 10 minütigen Zentrifugation bei 
14.000 rpm Raumtemperatur wurde der plasmidhaltige Überstand mit dem zweifachen 
Volumen Ethanol bei Raumtemperatur präzipitiert. Es folgte ein weiterer Zentrifugati-
onsschritt (10 Minuten, 14.000 rpm, 4°C). Der Überstand wurde verworfen und das 
Plasmid-Pellet unter Zugabe von 70% Ethanol gewaschen (Zentrifugation: 5 Minuten, 
14.000 rpm, 4°C). Nach einem erneuten Waschschritt wurde das Ethanol entfernt und 
das Pellet bei 37°C etwa 5 Minuten getrocknet. Die Plasmid-DNA wurde in 40 µl TE-
Puffer unter Zusatz von 100 µg/ml RNase aufgenommen und konnte in dieser Form bei -
20°C gelagert werden. 
Die Isolierung von Plasmiden im großen Maßstab (Kulturvolumen 500 ml) wurde mit 
Hilfe des QIAGEN® Plasmid-Aufreinigungskits (Plasmid Maxi Kit) gemäß der Hersteller-
angaben durchgeführt. 
 
Puffer 1 50 mM Tris-HCl (pH 8) 
 10 mM  EDTA (pH 8) 
 
Puffer 2 200 mM  NaOH 
 1% SDS (w/v) 
 
Puffer 3 3 M  Kaliumacetat (pH 5,5) 
 
TE (Tris EDTA) Puffer 10 mM Tris-HCl (pH 8) 
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3.2.3.2 Präparation genomischer DNA 
DNA-Präparation aus murinen Gewebeproben für Southern Blot 
Die Gewebeproben von adulten Tieren (100 mg) wurden nach der Entnahme direkt im 4 
ml SNET Puffer gegeben und bei 55°C leicht schüttelnd über Nacht inkubiert. Die DNA-
haltige Suspension wurde dann mit der Phenol:Chloroform Methode (siehe 3.2.3.5) auf-
gereinigt. Dabei musste es vermieden werden, die DNA allzu großen Scherkräften und 
negativen Temperaturen auszusetzen, denn für die späteren Southern Blot Hybridisie-
rungen war es wichtig, große DNA-Fragmente (10-30 kb) zu erhalten. Die Lagerung der 
genomischen DNA erfolgte bei 4°C. 
 
SNET Puffer 20 mM Tris-HCl (pH 8) 
 5 mM EDTA (pH 8) 
 400 mM NaCl 
 1% SDS (w/v) 
 400 µg/ml  Proteinase K 
 10 µg/ml RNase 
 
DNA-Präparation von Embryonalen Stammzellen (ES) aus 96-well Platten 
Zur Überprüfung der ES-Zellklone mittels PCR (siehe 3.2.5.4) und Southern Blot (siehe 
3.2.5.6) musste aus den adhärent wachsenden Zellen DNA gewonnen werden. Zu-
nächst wurde das Medium von der 96-well Platte abgesaugt und die Zellen mit 100 µl 
PBS pro Well gewaschen. Unter Gebrauch einer Mehrkanalpipette wurde 100 µl Zellly-
sisreagenz zu den Zellen gegeben. Die Platte wurde anschließend mit einer Klebefolie 
versiegelt und bei 55°C über Nacht in einer feuchten Kammer inkubiert. Am nächsten 
Tag wurde zur die Fällung der DNA 10 µl 8 M LiCl und 100 µl Isopropanol dazu gegeben, 
versiegelt und abermals über Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer inkubiert. Die 
Platte wurde abzentrifugiert (30 min, 3500 rpm, 4°C), der Überstand entfernt und mit 200 
µl eiskalten 70 % Ethanol gewaschen. Nach Entfernung des Überstands wurde die Zell-
kulturplatte bei Raumtemperatur etwa 30 Minuten getrocknet. Anschließend konnte die 
DNA in 50 µl „low“ TE-Puffer gelöst werden (55°C, über Nacht, leicht schüttelnd). 
 
Zelllysisreagenz 280 µg/ml Proteinase K 
 100 µg/ml RNase A 
 0,1% SDS 
 
"low" TE-Puffer 10 mM Tris-HCl (pH 8) 
 0,5 mM EDTA (pH 8) 
 
DNA-Schnellpräparation nach der HotSHOT-Methode 
Zur schnellen und kostengünstigen Präparation von genomischer DNA aus Schwanz- 
oder Ohrlochbiopsien für Genotypisierungs-PCR wurde die HotSHOT (engl. „hot sodium 
hydroxide and Tris solution“) Methode angewandt [154]. Dazu wurden 2 mm Schwanz-
spitze oder Gewebereste, die bei einer Ohrmarkierung anfallen, in 75 µl Lysisreagenz für 
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30 Minuten bei 95°C erhitzt. Danach wurden die Ansätze kurz runterzentrifugiert und mit 
75 µl Neutralisationspuffer vermengt. Die Proben konnten sofort in einer PCR getestet 
werden. 
 
Lysisreagenz  25 mM NaOH 
 0,2 mM EDTA 
 pH 12  
 
Neutralisationspuffer 40 mM Tris-HCl 
 pH 5  
 
3.2.3.3 Präparation von RNA aus Gewebe 
Nach der Entnahme der Organe wurden diese sofort in RNA Later® (Volumen richtete 
sich nach den Herstellerangaben) gesammelt und etwa 1 Stunde auf Eis stehen gelas-
sen. Im Weiteren wurden die Proben bis zur RNA-Gewinnung bei -80°C aufbewahrt.  
Die RNA wurde mit Hilfe einer Trizol®-Extraktion (Reagenz aus Phenol, Chloroform und 
Guanidiniumthiocyanat) gewonnen [155] [156]. Dazu wurde das 100 mg Gewebe zu-
sammen mit 1 ml Trizol® mit einem Homogenisator zerkleinert und 5 Minuten bei Raum-
temperatur inkubiert. Anschließend wurde 0,2 ml Chloroform dazugegeben und gut ver-
mischt. Es folgte eine 15 minütige Zentrifugation bei 4°C (12.000 g), wobei die 
ausgefallene RNA pelletiert wurde. Dieses Pellet wurde mit 75% Ethanol gewaschen, 
luftgetrocknet und in RNase-freiem Wasser gelöst. 
Zur Aufreinigung der gewonnenen RNA wurde ein Kit von QIAGEN® („RNeasy® Mini Kit“) 
gemäß den Herstellerangaben (inklusive DNase Behandlung der Proben) genutzt. An-
schließend konnte die gereinigte RNA in cDNA (siehe Punkt 3.2.5.3) umgeschrieben 
werden. 
Besonderheit zur Präparation von Darmsegmenten: Weil Jejunum und Ileum für ein un-
geübtes Auge sehr schwer zu unterscheiden sind, wurden am Beginn des Duodenums 
10 cm abgemessen. Es erfolgte ein Schnitt. Nach weiteren 10 cm wurde erneut ge-
schnitten. Anschließend wurde dieses Mittelstück abermals geteilt. Aus beiden Proben 
wurde cDNA hergestellt, die abschließend vermengt wurde. So konnte man davon aus-
gehen, das sich in jeder Probe cDNA vom Ileum und Jejunum vorlag. Dieselbe Vorge-
hensweise wurde auch bei der Isolation der Darmsegmente verwendet, die für die Prote-
ingewinnung bestimmt waren. 
 
3.2.3.4 Agarosegel-Elektrophorese 
Die Agarosegel-Elektrophorese ist eine einfache Methode um Nukleinsäuren (0,1 bis 20 
kb Länge) voneinander zu trennen und zu identifizieren. Die eingesetzte Agarosekon-
zentration richtet sich nach der Größe der aufzutrennenden Fragmente. Zunächst wurde 
Agarose in der geeigneten Menge mit 1x Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE) oder 1x Tris-
Borat-EDTA-Puffer (TBE) in einer Mikrowelle zum Sieden gebracht und durch wiederhol-
tes Schwenken aufgelöst. Nach dem Abkühlen auf etwa 60°C wurde 10 mg/ml Ethidi-
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umbromid dazugeben und in eine horizontale Elektrophoresevorrichtung gegossen. Die 
aufzutragenden Proben wurden mit 1x Ladepuffer versetzt und in die vorgesehenen Gel-
ladetaschen pipettiert. Parallel dazu wurde ein Molekulargewichtsstandard mitgeführt. 
Die Elektrophorese erfolgte in 1x TAE bzw. 1x TBE bei 5 bis 20 V/cm, bei maximaler 
Stromstärke von 350 mA. Anschließend wurde das Gel auf dem UV-Transilluminator mit 
Hilfe eines Videosystems fotografiert. 
 
10x TBE 890 mM Tris Base 
 890 mM Borsäure 
 20 mM EDTA (pH 8.0) 
 
50x TAE 2 M  Tris Base 
 1 M  Essigsäure 
 100 mM  EDTA (pH 8.0) 
 
5x Ladepuffer 20% Ficoll 400® (w/v) 
 50 mM EDTA 
 0,001% Orange G (w/v) 
 
3.2.3.5 Aufreinigung und Konzentrierung von Nukleinsäuren 
Extraktion mit der Phenol:Chloroform Methode und Ethanolfällung 
Eine Methode zur Aufreinigung von nukleinsäurehaltigen Lösungen ist die Phe-
nol:Chloroform Methode. Dabei wurden die Proben mit dem gleichen Volumen Phe-
nol:Chloroform:Isoamylalkohol (25:24:1) versetzt und 30 Minuten bei Raumtemperatur 
unter Rotation inkubiert. Es erfolgte eine Zentrifugation (1 Minuten, 14.000 rpm, 4°C). 
Die obere, wässrige Phase, die die Nukleinsäuren enthält, wurde abgenommen und mit 
gleichem Volumen Chloroform, vermengt um eventuelle Reste von Phenol zu entfernen. 
Nach einer weiteren Zentrifugation wurde die obere Phase in ein neues Reaktionsgefäß 
gegeben und präzipitiert. Die Lösung wurde mit einem halben Volumen Salz (7,5 M Am-
moniumchlorid) und 3 Volumen eiskaltem Ethanol (100%) versetzt und für 20 Minuten 
bei -20°C oder über Nacht bei 4°C inkubiert. Anschließend wurde 30 Minuten bei 14.000 
rpm, 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde zweimal mit 70% eiskaltem Ethanol gewaschen 
(Zentrifugation: 5 Minuten, 14.000 rpm, 4°C) und abschließend 15 bis 20 Minuten an der 
Luft getrocknet. Anschließend konnte das Pellet in „low“ TE-Puffer (siehe Punkt 3.2.3.2), 
ggf. rotierend über Nacht bei 4°C, gelöst werden.  
 
Aufreinigung mittels Filtersäulen 
Die DNA-Fragmente aus Restriktionsansätzen oder PCR-Produkten, die für nachfolgen-
de Klonierungsschritte, Squenzierungen oder Ligationen gereinigt vorliegen mussten, 
wurden auf einem Agarosegel aufgetragen. Nach der elektrophoretischen Auftrennung 
wurde mittels eines Skalpells die gewünschte Bande ausgeschnitten. Es bestand auch 
die Möglichkeit, die Fragmente direkt ohne Elektrophorese aufzureinigen. Die Aufreini-
gung erfolgte in beiden Fällen durch ein Kit von Roche („High pure PCR product purifica-
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tion kit“) nach den Herstellerangaben. Hierbei binden die Nukleinsäuren ab einer Größe 
von 100 bp in der Gegenwart von einem chaotrophen Salz (Guanidiniumthiocyanat) an 
eine Glasfaservlies-Fläche und werden durch diverse Waschschritte von Primerresten, 
Salzen und Enzymresten befreit. 
 
3.2.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 
3.2.4.1 Fotometrische Analyse der Konzentration und Reinheit 
Nach Plasmid-Präparation, Präparation von RNA und genomischer DNA wurde die Kon-
zentration der Nukleinsäure in einem Spektralfotometer (Thermo Scientific NanoDrop™ 
1000) bestimmt. Es wurden die Absorptionen (A) der Wellenlänge 260 nm und 280 nm 
gemessen. Eine A260
 
von 1 entspricht einer Konzentration von 50 μg/ml Doppelstrang-
DNA oder 40 μg/ml RNA. Die Konzentration (c) von DNA wurde daher wie folgt berech-
net:  
[ ] faktorVerdünnungAmlµgc ××= 50/ 260  
Der Quotient A260/A280
 
spiegelt eine mögliche Verunreinigung durch Proteine, Phenole 
sowie andere organische Verbindungen wieder und sollte bei reiner DNA zwischen 1,7 
bis 2,0 und bei reiner RNA bei 2,0 liegen. 
 
3.2.4.2 Quantifizierung von DNA-Fragmenten in Agarosegelen 
Bei der Agarosegelelektrophorese wurde ein DNA-Größenstandard (Fermentas) mitge-
führt, der eine Quantifizierung der DNA-Fragmente im Gel ermöglichte. Durch Vergleich 
der Bandenintensität unter UV-Licht mit der des definierten Standards konnte die Kon-
zentration abgeschätzt werden. 
 
3.2.5 Modifikation, Amplifikation und Analyse von Nukleinsäuren 
3.2.5.1 Fragmentierung der DNA mittels Restriktionsenzyme 
Zur Fragmentierung von Plasmid-DNA und genomischer DNA wurden Restriktionsendo-
nukleasen entsprechend den Angaben der Herstellerfirma „New England Biolabs“ in den 
mitgelieferten Puffern und bei den empfohlenen Temperaturen eingesetzt. Bei der Ver-
wendung von zwei Restriktionsenzymen wurde entweder ein Doppelverdau durchgeführt 
oder, falls dies aufgrund der Pufferkombination nicht möglich war, wurde nacheinander 
verdaut, wobei zuerst das Restriktionsenzym verwendet wurde, das einen Puffer mit 
niedriger Salzkonzentration benötigte.  
Die analytische Plasmid-DNA Restriktionsverdaus wurden eine Stunde bei 37°C mit 5 
bis 10 Units (U) Enzym und 0,2 µg DNA durchgeführt. War der Verdau präparativ, so 
wurde etwas mehr Enzym und DNA eingesetzt (10 U Enzym, 1 µg DNA; 37°C, 2 Stun-
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den). Für den Restriktionsverdau genomischer DNA wurde 40 U Enzym und 20 µg DNA 
eingesetzt. Die Inkubationszeit betrug hier 16 bis 20 Stunden.  
 
3.2.5.2 Ligation von DNA-Fragmenten 
Die Ligation von DNA-Fragmenten in ein Vektorgerüst erfolgte mittels der T4 DNA Liga-
se. Dazu wurden in 20 µl Ansätzen das Insert und der Vektor in einem molaren Verhält-
nis von 1:3 oder 1:10 eingesetzt. Es wurden 0,05 U/µl Ligase und 4 µl 5x Ligase Puffer 
hinzugefügt und über Nacht bei 14°C inkubiert. Um eine Selbst-Ligation eines linearisier-
ten Vektors zu verhindern, wurden diese vor der Ligation mittels der Antartic Phosphata-
se („New England Biolab“ - NEB) nach Herstellerangaben behandelt. Die 5’ Phosphat-
gruppen wurden auf diese Weise abgespalten, was einer Religation entgegengewirkt. 
Der dephosphorylierte Vektor wurde anschließend aufgereinigt. 
Ligationen mit dem „pGEM®-T Easy“ Vektorsystem wurden nach Herstellerangeben 
durchgeführt. Wurden dabei aber PCR-Produkte, die mit der Phusion® Polymerase her-
gestellt wurden, verwendet, so mussten bei diesen zuerst Adenosin-Überhänge am 3’ 
Ende erzeugt werden. Ein 10 µl Reaktionsansatz bestand aus 7 µl PCR-Produkt, 1x Po-
lymerase Puffer, 0,2 mM dATP und 5 U/µl Taq DNA Polymerase. Dieser wurde für 30 
Minuten bei 70°C inkubiert. Danach konnte der Vektor mit seinen 3’ Thymidin-
Überhängen mit den Adenosin-Überhängen des PCR-Produkts (1:3) ligieren. Als Ligati-
onskontrolle wurde stets ein Ansatz mitgeführt, der nur den Vektor enthielt.  
 
3.2.5.3 cDNA Synthese 
Mit Hilfe des „Omniscript® Reverse Transcription Kit“ von QIAGEN® wurde aus RNA ein-
zelsträngige cDNA synthetisiert. Die Anwendung erfolgte gemäß den Herstellerangaben. 
Zur Synthese wurden Oligo-dT Primer benutzt. Als Qualitätskontrolle wurde bei einem 
parallelen Probenansatz die reverse Transkriptase weggelassen. Konnte bei diesen 
Proben in nachfolgenden Standard-PCR oder quantitaive PCR ein Produkt nachgewie-
sen werden, dann waren die Ansätze mit genomischer DNA kontaminiert und somit nicht 
zu gebrauchen. 
 
3.2.5.4 Polymerasekettenreaktion (PCR) 
Mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion können DNA-Fragmente in vitro vervielfältigt 
werden. In der vorliegenden Arbeit wurde die PCR für folgende Zwecke eingesetzt: (I) 
zur Herstellung von DNA-Sonden, (II) zur Herstellung von Homologiearmen, (III) zur Ein-
führung von Restriktionsstellen, (IV) zum Nachweis und (V) Quantifizierung von 
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Standard-PCR 
Für eine klassische PCR brauchte man eine thermostabile DNA Polymerase, im vorlie-
genden Fall wurden die Taq DNA Polymerase von NEB oder die Phusion Polymerase 
von Finnzymes benutzt, den dazugehörigen Puffer, DNA-Ausgangsmaterial, Desoxyri-
bonukleosidtriphosphate (dNTP) und spezifische Oligonukleotidprimer. Über die Web-
tools Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) oder PrimerBLAST-NCBI (http://www.ncbi 
.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi?LINK_LOC=BlastHome) wurden die gewünsch-
ten Primerpaare kreiert. Sie wurden so gewählt, dass die Anzahl der Nukleotide bei zirka 
20 bp, die Schmelztemperatur bei etwa 60 °C und der GC-Gehalt bei zirka 55% lagen. 
Spezifische Restriktionsstellen, die bei späteren Klonierungsschritten benötigt wurden, 
konnten am 5’ Ende eines Primer eingebaut werden. Die Primerpaare wurden durch die 
Berliner Firma "Biotez" synthetisiert.  
Mittels eines PCR-Geräts wurden die erwünschten DNA-Fragmente amplifiziert. Das 
typische PCR-Programm (siehe Tab. 13) besteht aus der Denaturierung, dem „Annea-
ling“ und der Elongation. Die Annealingtemperatur richtete sich nach der Schmelztempe-
ratur (Tm) des Primers. Zur Berechnung von Tm wurde folgende Formel benutzt: Tm = 4 × 
[Anzahl G bzw. C] + 2 × [Anzahl A bzw. T]. Die Elogationszeit orientiert sich in erster 
Linie nach der Länge des erwarteten Produkts. Die Zyklen einer PCR lagen zwischen 30 
und 35. 
 
Tab. 13: Zwei typische PCR-Reaktionsansätze und -Reaktionsprogramme 
(a) unter Verwendung der Taq Polymerase und (b) unter Verwendung der Phusion Polymerase 
(a) (b)
H2O H2O
ThermoPol Buffer 1 X ThermoPol Buffer 1 X
"forward" Primer 0,3 µM "forward" Primer 0,5 µM
"reverse" Primer 0,3 µM "reverse" Primer 0,5 µM
dNTP 0,2 mM dNTP 0,2 mM
DNA-Ausgangsmaterial 5 ng/µl DNA-Ausgangsmaterial 9 ng/µl
Taq Polymerase 0,05 U/µl Phusion Polymerase 0,016 U/µl
PCR-Zyklen Pause 94 °C PCR-Zyklen Pause 98 °C
2 min 94 °C 2 min 98 °C
Denaturation 10 sec 94 °C Denaturation 10 sec 98 °C
"Annealing" 30 sec 63 °C "Annealing" 30 sec 60 °C
Elongation 60 sec* 72 °C Elongation 30 sec* 72 °C
7 min 72 °C 10 min 72 °C
∞ 4 °C ∞ 4 °C










Die Phusion Polymerase wurde in der Regel für die Amplifikation PCR-Produkte und 
Fragmente, bei denen man eine hohe Genauigkeit der Basenpaarabfolge benötigte, 
verwendet. Die Taq Polymerase fand ihre Anwendung vor allem in den Genotypisie-
rungs-PCRs (siehe Anhang 6.2).  
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„Real-time“ quantitative PCR unter Verwendung von SYBR® Green  
Die quantitative PCR Methode ermöglicht die Visualisierung der Amplifikation in Echtzeit, 
sowie die Quantifizierung der Targetsequenz. Der typische Reaktionsansatz besteht aus 
dem cDNA-Ausgangsmaterial, den Primern und einem „Master Mix“, der die AmpliTaq 
Gold® DNA Polymerase, dNTP's, Puffer, den Fluoreszenzfarbstoff SYBR® Green sowie 
den Referenzfarbstoff ROX (5-Carboxy-X-Rhodamin) enthält. Die Primer (siehe 6.1) 
hierfür wurden, wie unter der Standard-PCR beschrieben, erstellt. Doch in einigen Punk-
ten unterscheiden sie sich: (i) Sie sind bevorzugt im 3' Bereich der mRNA lokalisiert, da 
zur Erstellung der cDNA Oligo-dT Primer benutzt worden sind, die am Poly-A Schwanz 
der mRNA binden. Weil die cDNA Synthese durch die revese Transkriptase nach etwa 2 
kb abbricht, liegen somit hauptsächlich kürzere 3' cDNA Fragmente vor. (ii) Um die Effi-
zienz der PCR Amplifikation zu maximieren, lag die Produktlänge bei 80 bis 150 bp. (iii) 
Ein weiterer wichtige Punkt war, dass die Primer nicht an anderen als der Zielsequenz 
binden (PrimerBLAST-NCBI). (iv) Die Primer wiesen in den letzten fünf Nukleotiden am 
5' Ende nie mehr als zwei Cytosine und Guanine auf, um Primerdimere zu verhindern.  
Prinzipell gilt für die quantitative PCR: Je mehr DNA mit jedem PCR-Zyklus synthetisiert 
wird, desto mehr Fluoreszenzfarbstoff SYBR® Green kann an der DNA binden, die Sig-
nalstärke nimmt zu. Da SYBR® Green an jegliche DNA (auch an Primerdimere) bindet, 
muss am Schluss jeder Amplifikation eine Schmelzkurve (Fluoreszenz gegen Tempera-
tur) aufgezeichnet werden. An dieser konnte abgelesen werden, ob nicht-spezifische 
Signale die Quantifizierung beeinflusst haben.  
Die Detektion des Fluoreszenzanstieges erfolgte für jeden Zyklus mit Hilfe des Mx3000P 
von Stratagene. Folgendes Programm wurde für die PCR benutzt: 
 
  1 Zyklus   95°C  10 Minuten  Aktivierungsphase 
 
          Amplifikationsphase 
  40 Zyklen  95°C  15 Sekunden Denaturierung 
     60°C  1 Minute  "Annealing" und Elongation* 
 
          Schmelzkurve 
  1 Zyklus  95°C  1 Minute  Denaturierung 
     58°C  30 Sekunden "Annealing"** 
     95°C  30 Sekunden Denaturierung** 
 
* Messung der Fluoresenz nach jedem Zyklus 
** Messung der Fluoresenz während des Temperaturanstiegs 
 
Die relative Quantifizierung der Expressionshöhe erfolgt unter Nutzung des ermittelten 
CT-Wertes ("Threshold Cycle" entspricht der Zykluszahl, bei der sich das Fluoreszenz-
signal gerade deutlich vom Hintergrund abhebt). Es wurde dann jeweils der Fluores-
zenzanstieg für das Zielgen im Vergleich zu zwei konstant und ubiquitär exprimierten 
"Housekeeping"-Gen (HKG) gemessen. Ein Set aus sechs HKG, bestehend aus Hprt1 
("Hprt hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase": NCBI-Entrez Gen ID 15452), 
Ppia ("peptidylprolyl isomerase A": NCBI-Entrez Gen ID 268373), Hmbs ("hydroxy-
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methylbilane synthase": NCBI-Entrez Gen ID 15288), Sdha ("succinate dehydrogenase 
complex, subunit A": NCBI-Entrez Gen ID 66945), Tbp ("TATA box binding protein": 
NCBI-Entrez Gen ID 21374) und Ywhaz ("tyrosine 3-monooxygenase /tryptophan 5-
monooxygenase activation protein, zeta polypeptide": NCBI-Entrez Gen ID 22631), 
stand zur Verfügung. Die beiden stabilsten HKG wurden durch die Software geNorm 
v3.5 [157] bestimmt. Aus dem CT-Wert vom Zielgen und "Housekeeping"-Gen konnte 
man mit folgender Formel das dimensionslose Ergebnis der relativen Expression des 
Zielgens berechnen [158]: 
( ) ( )HKGCenZieC TTEffizienzErgebnis −−+= lg1  
Die Effizienz der einzelnen Reaktionen wurde über die Software LinRegPCR 11.0 be-
stimmt. Zur Auswertung der Daten wurde das Programm REST2008 v2.0.7 benutzt 
[159]. 
 
3.2.5.5 Microarray basierte Expressionsanalysen 
Zur vergleichenden Analyse der Genaktivität in den KO-Tieren im Vergleich zu den ihren 
Wildtypgeschwistern wurde das "Whole-Genome Expression BeadChip" System der 
Firma Illumina® verwendet. Der Maus WG-6 "BeadChip" trägt mehr als 45.000 gen-
spezifische Sonden, welche über eine Adress-Sequenz an kleine, kugelförmige Mikro-
partikel (Beads) gebunden sind. Ausgangspunkt für die Hybridisierung ist biotin-
markierte antisense RNA (aRNA). Mit Hilfe des "Illumina® TotalPrep RNA Amplification 
Kit" der Firma Ambion wurde, die aus Mausgeweben gewonnene RNA (siehe 3.2.3.3) in 
aRNA umgeschrieben. Dazu wurden 500 ng RNA eingesetzt und durch die Reverse 
Transkriptase unter Benutzung von Oligo-dT Primern, welche ihrerseits T7-Promotoren 
tragen, in cDNA umgewandelt. Diese wurden mittels einer DANN-Polymerase zur dop-
pelsträngigen DNA synthetisiert und anschließend aufgereinigt, um überschüssige Pri-
mer, RNA, Salze und Enzyme zu entfernen. Über die in vitro-Transkription wurde nun 
unter Verwendung der T7-RNA-Polymerase und biotin-markierten Nukleotiden aRNA 
hergestellt. Nach einem weiteren Aufreinigungsschritt konnte die biotinylierte aRNA zur 
Hybridisierung auf den Microarray-Chip eingesetzt werden. Die Hybridisierung und Zu-
gabe eines Streptavidin-konjugierten Farbstoffes (Cyanin 3) sowie das Einscannen der 
Chips mittels "Illumina iScan" wurde von Frau Gabriele Born − AG Hübner, "Illumina Fa-
cility Core" am Max-Delbrück-Center, Berlin − durchgeführt.  
Die aus den Microarray-Analysen gewonnenen Daten wurden mit Hilfe des Programms 
BeadStudio 3.1 normalisiert (Ouantil-Algorithmus). Mit jedem Array wurden auch interne 
Kontrollen mitgeführt. Sie erlaubten eine Überprüfung der stattgefundenen Schritte. So 
konnten die Probenqualität, der Markierungserfolg, die Hybridisierungsstringenz, die 
Signalstärke und möglicher Hintergrund kontrolliert werden. Die normalisierten Daten 
wurden in Microsoft® Excel 2003 ausgewertet. Auf den Illumina-Chips befinden sich ca. 
45.200 genspezifische Sonden, die einen großen Teil der bekannten Gene detektieren. 
Jedoch kann man mittels dieser Chips auch bisher nicht beschriebene Transkripte identi-
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fizieren. Für viele Gene gilt zudem, dass sie nicht nur durch eine sondern durch zwei 
und mehr Sonden erkannt werden können. Zum Vergleich des Expressionslevels wur-
den zwei Werte berechnet: (i) Das Expressionsratio repräsentiert den Faktor um den 
sich Signalmittelwerte in den Cldn3-defizienten Mäusen von den Wildtypen unterschei-
den. Werte größer als eins bedeuten eine erhöhte Expression, wogegen Werte zwischen 
eins und null eine erniedrigte Expression anzeigen. Es wurden nur Transkripte berück-
sichtigt bei denen die Expressionsratio über 1,2 bzw. unter 0,8 lag. Die Werte zwischen 
1,2 und 0,8 galten somit als nicht reguliert und wurden somit vernachlässigt. (ii) Die Irr-
tumswahrscheinlichkeit p wurde mittels den Student's t-Test berechnet. Transkripte wa-
ren signifikant reguliert, wenn der p-Wert unter 0,05 lag. Die Daten wurden dann mit Hil-
fe des Webtools PANTHER ("Protein analysis through evolutionary relationships" - 
http://www.pantherdb.org/tools/genexAnalysis.jsp) analysiert. Für eine überrepräsentati-
ve GO ("Gene Ontoloy")-Annotierung wurde ein p-Wert von kleiner als 0,05 (Mann-
Whitney U Test) festgelegt. Einige Gene, die auffällig reguliert waren, wurden mit der 
qPCR (siehe 3.2.5.4) überprüft.  
 
3.2.5.6 Southern Blot und Hybridisierung radiomarkierter Sonden  
Mit dem Southern Blot [160] ist es möglich, genomische DNA, die zuvor mittels einer 
Gelelektrophorese entsprechend ihrer Länge getrennt wurden, auf einer Membran zu 
fixieren, um später durch Hybridisierung mit radioaktiv-markierten Sonden einzelne 
DNA-Fragmente spezifisch nachweisen zu können. So kann man beispielsweise Mani-
pulationen im Genom durch unterschiedliche Restriktionsmuster sichtbar machen. Der 
erste Schritt war der Verdau genomischer DNA mittels geeigneten Restriktionsenzymen. 
Die verdauten Proben wurden dann über Nacht elektrophoretisch (0,8 % Agarose; 30-40 
V) aufgetrennt. Um Fragmente über 5 kb Länge effizient auf die Membran zu transferie-
ren, wurde das Gel zunächst für 15 Minuten in 0,25 M HCl gelegt und dabei leicht ge-
schüttelt. Durch diesen HCl-Inkubationsschritt zerbricht die DNA in kleinere Fragmente, 
was den Transfer auf eine Membran erleichtert. Es folgte nun eine Inkubation für 30 min 
in 0,4 M NaOH. Die DNA-Doppelstränge zerfallen in Einzelstränge. In der Zwischenzeit 
wurde die Nylonmembran (Hybond-XL™) und Whatman-Papier zugeschnitten und in 0,4 
M NaOH equilibriert. Die DNA wurde durch Kapillartransfer (Aufbau siehe Abb. 8) über 
Nacht auf die Membran übertragen. Als Transferpuffer wurde 0,4 M NaOH verwendet.  
 
Abb. 8: Schematischer Aufbau eines Southern Blots. 
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Nach dem Transfer wurde die Nylonmembran für mindestens 30 Minuten bei Raumtem-
peratur getrocknet und anschließend mit UV-Licht (120 mJ, 10 Sekunden) bestrahlt. Die-
sen Vorgang bezeichnet man als "cross-linking". Die DNA wird dabei kovalent und irre-
versibel an die Membran gebunden. Die Membran wurde anschließend auf einem 
Schüttler zweimal 5 Minuten in 20x SSC inkubiert, kurz in Wasser gespült und für ca. 
eine Minute in 2x SSC gelegt. Anschließend wurde die Membran mit Hilfe von Pinzetten 
in ein Hybridsierungsrohr mit Prähybridisierungspuffer überführt und mindestens eine 
Stunde bei 65°C rotierend präinkubiert. In der Zwischenzeit wurde die DNA-Sonde, ein 
PCR Produkt, mit [α32P] dCTP radiomarkiert. Dazu benutzte man das Prime-It® II Ran-
dom Primer Labeling Kit von Stratagene gemäß den Herstellerangaben. Die nun mar-
kierte Sonde wurde über eine Säule von ungebundenen Nukleotiden befreit. Darauf 
wurde die Intensität der Radioaktivität mit einem Szintillationzähler bestimmt. War die 
Aktivität der Sonde über 1 x 109 cpm/µg DNA, dann wurden die Sonden zur Denaturie-
rung 5 min bei 95°C im Heizblock erhitzt und 5 min auf Eis gekühlt. Abschließend konnte 
die radioaktive Sonde direkt in den Prähybridisierungspuffer mit der Membran gegeben 
werden. Die Hybridisierung erfolgte über Nacht bei 65°C.  
Um ungebundene Sonden zu entfernen, wurde am nächsten Tag die Membran zunächst 
für 10 Minuten mit 2x SCC; 0,1 % (w/v) SDS bei Raumtemperatur gespült. Es folgten 
zwei weitere Waschschritte mit 0,1x SSC; 0,5 % (w/v) SDS bei 80°C. Hier nach wurde 
die Membran auf eine Imager Platte in eine Filmkassette gelegt und der Film für mindes-
tens 24 Stunden exponiert. Die Detektion des Signals erfolgte im FLA 3000 Scanner 
mittels der Software BASReader 3.14. Zur Bearbeitung der Bilder wurde Adobe Photo-
shop Elements 5.0. benutzt.  
 
20x SSC - Puffer 3 M NaCl 
 0,3 M  Trinatriumcitrat (pH 7,0) 
 
3.2.5.7 DNA-Sequenzierung 
Mit der Durchführung der DNA-Sequenzierungen wurde die Firma LGC Genomics 
GmbH beauftragt. 
 
3.2.6 Generierung des Cldn3 Targetingvektors mittels "Recombineering" 
Ein Ziel dieser Arbeit war die Generierung einer Claudin-3-defizienten Mauslinie. Ein 
wichtiger Schritt hierzu ist die Erstellung eines geeigneten Targetingvektors. Für die Um-
setzung wurde die von Liu et al. [116] entwickelte „Recombineering“-basierte Methode 
ausgewählt. Diese Technik zur genetischen Manipulation in E. coli Bakterien mittels Re-
kombinationsproteinen vom Phagen λ erlaubt Insertionen, Deletionen und Sequenzaus-
tausch unabhängig von Restriktionsenzymen und Ligasen. Die λ Rekombinationsgene 
exo, bet und gam (1.3.1) werden von dem λ PL Promotor, der seinerseits unter Kontrolle 
des temperatur-sensitiven Repressor λ cI857 steht, exprimiert. Erst durch einen kurzen 
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Hitzeschock von 42°C wird die Expression dieser Gene angeschaltet. Um eine vorzeitige 
Aktivierung zu verhindern, war es notwendig, diese Bakterienzellen bei 32°C zu kultivie-
ren. Zusätzlich verfügen die verwendeten rekombinogen E. coli Stämme, SW106 und 
SW105, über die Rekombinasegene cre oder flpe (eine genetisch modifizierte Variante 
von flp, die sich durch eine höhere Rekombinationseffizienz auszeichnet [161]), die je-
weils unter der Kontrolle eines Arabinose-induzierbaren Promotors stehen [122].  
Die Generierung des Cldn3 KO-Vektors mittels der „Recombineering“-basierten Methode 
lässt sich in fünf Schritte zusammenfassen:  
(I) Transformation eines BAC ("bacterial artificial chromosome") in rekombinogene E. 
Coli Stämme 
(II) Gewinnung eines 13 kB großen Fragments von einem BAC-Klon via „gap repair“ 
(III) Erstes Targeting - Insertion einer loxP-flankierten Neomycin-Selektionskassette 
(IV) Exzision der gefloxten Neomycin-Kassette 
(V) Zweites Targeting - Insertion einer FRT-flankierten Neomycin-Kassette mit einer 
loxP-Sequenz 
Im Folgenden werden die einzelnen Punkte genauer beschrieben. Die molekularbiologi-
schen Methoden, die dabei im Einzelnen angewendet wurden, sind bereits unter den 
vorherigen Punkten beschrieben worden: 
 
(I) Transformation eines BAC in rekombinogene E. Coli Stämme 
Begonnen wurde mit einer Datenbankrecherche (3.2.12) zur Identifizierung eines geeig-
neten BAC Klons, der die komplette genomische Region von Cldn3 aufwies (Klon RP23-
11G4 [162] - „Children's Hospital Oakland Research Institute“ - CHORI). Zur Herstellung 
eines KO-Vektors via "Recombineering" wurden 100 ng der BAC-DNA in SW106-Zellen 
transformiert. Die Zellen wurden mittels Chloramphenicol selektiert. Im Folgenden wer-
den Zellen, die erfolgreich die BAC-DNA aufgenommen haben, als BAC-positive 
SW106/105-Zellen bzw. -Klone bezeichnet. 
 
(II) Gewinnung eines 13 kB großen Fragments von einem BAC-Klon via „gap repair“ 
Im nächsten Schritt wurde ein 13 kb großes Fragment aus der BAC-DNA, inklusive 
Cldn3-Locus, in einen Plasmidvektor eingeführt. Dazu wurde eine Technik angewandt, 
die auf der homologen Rekombination basiert und als "gap repair" bezeichnet wird. Wie 
in der Abb. 9 gezeigt, wurden zunächst mittels PCR (siehe Anhang 6.1) zwei ca. 450 bp 
lange Homologiearme (Miniarme) mit den Restriktionsstellen NotI-PmeI/NdeI bzw. 
NdeI/SpeI amplifiziert. Die Miniarme waren homolog zu dem äußersten 5’ und 3’ Ende 
der Region, die man aus dem BAC erwerben wollte. PmeI wurde eingefügt, um eine 
einzigartige Schnittstelle hervorzubringen, die die spätere Linearisierung des KO-Vektors 
ermöglichen sollte. Die PCR-Produkte wurden aufgereinigt und mit NotI/NdeI oder 
NdeI/SpeI verdaut und anschließend über die NotI und SpeI Restriktionsstellen in das 
Plasmid PL253 ligiert. Es entsteht der mit NdeI linearisierbare Retrievalvaktor. Beson-
derheit hier ist die unter Kontrolle des Mc1-Promotors stehenden Herpes-Simplex-Virus 
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Thymidin-Kinase (HSV-tk)-Kassette, die bei der späteren Negativ-Selektion (1.3.1) in 
embryonalen Stammzellen (3.2.7.1) eine wichtige Rolle spielt.  
 
 
Abb. 9: Erstellung des Retrievalvektors 
Amplifikation der Homologiearme mit Restriktionsseiten, über die die Arme in das Plasmid ligiert werden. Es 
entsatnd der mit NdeI linearisierbare Retrievalvektor. Die dargestellten Sequenzen entsprechen nicht den 
Originalsequenzen. TK - Thymidin Kinase Kassette  
 
Der mit NdeI linearisierte Vektor (5 ng) wurde dann in elektrokompetente BAC-positive 
SW106-Zellen, die wiederum durch einen kurzen Hitzeschock (Wasserbad bei 42°C für 
15 Minuten) die λ Rekombinationsgene exprimieren, transformiert. Durch homologe Re-
kombination lag nun ein zirkulares Plasmid vor, das ein 13 kB großes genomisches 
Fragment aus der BAC-DNA, inklusive der Cldn3-Region, trägt (Abb. 10). Das entstan-
dene „gap repaired“ Plasmid wurde durch Ampicillinresistenz selektiert und in kommer-
zielle DH5α-Zellen retransformiert. Dies war notwendig, da durch die Aktivierung der λ 
Red Gene in den SW106-Zellen gam exprimiert wurde, was zu einer Inhibierung des 
bakteriellen Multienzymkomplexes RecBCD führt [163] (siehe auch 1.3.1). Durch diese 
Inaktivierung kann es zu Ansammlungen von riesigen Plasmid-Multimerkomplexen kom-
men [164] [165]. Um diesem Umstand entgegenzuwirken wurden kleine Mengen des 
"gap repaired" Plasmids in Wildtyp-DH5α-Zellen retransformiert. Anschließend wurde die 
monomere Plasmid-DNA isoliert und bei -20°C gelagert. 
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Abb. 10: Klonierung eines DNA Fragments in einen Plasmidvektor via "gap repair" 
Der mit NdeI linearisierte Retrievalvektor wurde in aktivierte (Hitzeschock 42°C) BAC-positive Zellen trans-
formiert. Durch den homologen Austauch zwischen den linearisierten Plasmidvektor und der BAC-DNA 
entstand ein zirkuläres "gap repaired" Plasmid, das Ausgangskonstrukt des Cldn3-Targetingvektors. Die 
dargestellten Sequenzen entsprechen nicht den Originalsequenzen. 
 
(III) Erstes Targeting - Insertion einer loxP-flankierten Neomycin-Selektionskassette 
Auf ähnliche Weise wurden die Selektionskassette und die Rekombinationserkennungs-
sequenz loxP in das "gap repaired" Plasmid eingeführt (Abb. 11). Dazu wurde zunächst 
ein Minitargetingvektor erstellt. In das Vektorgerüst PL452, das eine loxP-flankierte Ne-
omycin-Selektionskassette aufweist, wurden nacheinander zwei 300 bp lange homologe 
Miniarme mit den Restriktionsschnittstellen SalI-ScaI/EcoRI und BamHI/NotI kloniert. Die 
zusätzliche ScaI Schnittstelle wurde zur späteren Identifikation der korrekt getargeten 
ES-Zellklone eingeführt. Im Southern Blot führt dies bei den mutierten Allelen zu einem 
veränderten Schnittmuster (siehe auch Abb. 20). Die gefloxte Neomycin-Kassette wurde 
zusammen mit den Miniarmen durch einen SalI-NotI Verdau aus dem Vektorgerüst aus-
geschnitten, in einem Agarosegel aufgereinigt (100 ng) und zusammen mit 10 ng „gap 
repaired“ Plasmid in die zuvor hitzeinduzierten, elektrokompetenten SW106-Zellen trans-
formiert. Durch die homologe Rekombination wurde nun die erste Neomycin-
Selektionskassette inklusive zwei loxP-Stellen „upstream“ vom Cldn3-Locus eingefügt. 
Da die Gene der Neomycin-Phosphotransferase unter der Kontrolle eines hybriden 
PGK-EM7 Promotors stehen, kann das Neo-Gen sowohl in Säugerzellen (PGK) als auch 
in Bakterienzellen (EM7) exprimiert werden. Die positiven E. coli-Zellen wurden durch 
ihre neu erworbene Resistenz zu Kanamycin selektiert. Auch hier wurde das gewonnene 
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(IV) Exzision der gefloxten Neomycin-Kassette 
Im nächsten Schritt wurde die von zwei loxP-flankierte Neomycin-Selektionskassette 
mittels der Cre-Rekombinase aus dem Konstrukt entfernt (siehe 1.3.1). Zur Induzierung 
der Cre-Expression wurden SW106-Zellen für eine Stunde bei 32°C in 0,1% (w/v) L(+) 
Arabinose kultiviert. Hier nach wurde 1 ng Plasmid-DNA (erstes getargetes Plasmid) in 
die Bakterien transformiert. Die Anwesenheit von Cre bewirkte die Exzision der Neomy-
cin-Kassette; übrig blieb eine loxP-Sequenz (Abb. 11). Die transformierten Zellen wurden 
auf Ampicillinplatten ausgestrichen. Einzelne Kolonien wurden anschließend in Ampicil-
lin- sowie Kanamycinflüssigkulturen kultiviert. Zellklone, die gleichzeitig Resistenzen für 
Ampicillin und Kanamycin aufwiesen, wurden verworfen, da hier keine Exzision der 
gefloxten Neomycin-Kassette stattgefunden hat. Die Ampicillin-resistenten Zellen wurden 
in DH5α-Zellen retransformiert. Die Lagerung erfolgte bei -20°C.  
 
 
Abb. 11: Einführung der ersten loxP-Rekombinationssequenz 
Der PL452 Vektor trägt eine loxP-flankierte Neomycin (Neo)-Kassette. Vor und nach diesen gefloxten Neo-
Marker wurden zwei Homologiearme über die Restriktionsstellen SalI/EcoRI und BamHI/NotI eingeführt. 
Durch einen Verdau mit SalI und NotI wurde das Konstrukt aus dem Minitagetingvektor I ausgeschnitten und 
in rekombinationskompetente E. coli-Zellen (SW106) transformiert. Durch homologe Rekombination ent-
stand das erste getargete Plasmid. Die Exzision der Neo-Kassette wurde durch die Arabinose-induzierte 
Cre-Expression in SW106 realisiert. Es verbleibt eine loxP-Erkennungssequenz. Die dargestellten Sequen-
zen entsprechen nicht den Originalsequenzen. 
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(V) Zweites Targeting - Insertion einer FRT-flankierten Neomycin-Kassette mit einer 
      loxP-Sequenz 
Der zweite Minitargetingvektor, der zur Einführung einer weiteren Neomycin-
Selektionskassette diente, bestand aus dem PL451 Vektor und zwei 300 bp großen ho-
mologen Armen mit den Schnittstellen SalI/EcoRI und BamHI/NotI. Die Handhabung 
erfolgte analog zum ersten Minitargetingvektor. Durch die Rekombination wurde der Ne-
omycin-Selektionsmarker, flankiert von zwei FRT und einer loxP-Seiten, „downstream“ 
vom Cldn3-Locus eingefügt. Dieses zweite getargete Plasmid stellt zugleich den fertigen 
konditionalen Vektor (ermöglicht eine zellspezifische bzw. zeitlich induzierte Deletion 
eines Genes) dar.  
 
 
Abb. 12: Fertigstellung des konditionalen KO-Vektors 
Der PL451 Vektor trägt eine FRT-flankierte Neo-Kassette mit einer zusätzlichen loxP-Sequenz. Analog zum 
Minitargetingvektor I wurden vor und nach dem Neo-Marker zwei Homologiearme über SalI/EcoRI und 
BamHI/NotI eingeführt. Durch einen Verdau mit SalI und NotI wurde das Konstrukt aus dem Vektorgerüst 
ausgeschnitten und in rekombinationskompetente E. coli-Zellen transformiert. Durch homologe Rekombina-
tion entstand das zweite getargete Plasmid, was zugleich den konditionalen KO-Vektor darstellt. Die darge-
stellten Sequenzen entsprechen nicht den Originalsequenzen. 
 
Zur Kontrolle der korrekten Integrationen der loxP- und FRT-Stellen wurde der fertige 
konditionale KO-Vektor in Arabinose-induzierte SW105- oder SW106-Stämme transfor-
miert. Durch die Expression von FLPe in SW105-Zellen wurde die Neomycin-Kassette 
ausgeschnitten; sie hinterlässt eine loxP-Sequenz "upstream" von Cldn3. In den SW106-
Zellen wurde dagegen Cre exprimiert. Aufgrund der „up-“ und „downstream“ eingeführten 
loxP-Sequenzen wurde das gesamte Exon von Cldn3, inklusive der Neomycin-Kassette, 
ausgeschnitten. Die Zellen verlieren dadurch ihre Kanamycinresistenz. Durch Sequen-
zierungen und analytische Restriktionsverdaus wurde die richtige Lage der Rekombina-
tionserkennungssequenzen bestätigt.  
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Erst nach dieser Überprüfung wurde der vollständige konditionale KO-Vektor in DH5α-
Zellen retransformiert und kultiviert. Anschließend wurde der Vektor aus den Bakterien 
isoliert und mittels PmeI linearisiert. Die Aufreinigung und Fällung des linearisierten Tar-
getingvektors erfolgte unter sterilen Bedingungen. Bis zum Einsatz in der ES-Zellkultur 
(3.2.7.1) wurde das Konstrukt bei -20°C gelagert. 
Alle „Recombineering“-Konstrukte wurden durch Sequenzierungen und analytische 
Restriktionsverdaus überprüft. 
 
3.2.7 Generierung einer genetisch modifizierten Maus 
Als Vorlage und als Nachschlagewerk für die Experimente zur Generierung einer gene-
tisch veränderten Maus wurde die Protokollsammlung "Manipulating the Mouse Embryo" 
benutzt [166]. 
 
3.2.7.1 Produktion von getargeten ES-Klonen 
Alle Arbeiten mit eukaryontischen Zellen fanden unter einer sterilen Werkbank statt. Die 
Zellen wurden in Gewebekulturschalen bei 5% CO2 in feuchter Atmosphäre bei 37°C 
kultiviert. Soweit nicht anders angegeben, wurden alle Medien und Zusätze vor der Be-
nutzung auf 37°C vorgewärmt. Die Zentrifugationsschritte fanden bei 800 rpm und 
Raumtemperatur für 3 Minuten statt. 
 
Gewinnung und Vorbereitung von murinen embryonaler Fibroblasten  
Embryonale Stammzellen (ES-Zellen) wurden auf murinen, embryonalen Fibroblasten 
(MEFs) gezüchtet. Sie dienten als Versorgungszellen („Feeder“-Zellen) und verhinderten 
zudem eine Differenzierung der ES-Zellen. Für die Präparation der MEFs wurden Emb-
ryonen (E10.5 bis E15) neomycin-resistenter Mausstämme verwendet. Die Präparation 
der MEFs erfolgte, wie unter [167] beschrieben. Die Zellen wurden freundlicherweise 
von der AG Willnow (Max-Delbrück-Center, Berlin) zur Verfügung gestellt.  
Die tiefgefrorenen Fibroblasten (5x106 Zellen/ml) wurden im 37°C warmen Wasserbad 
aufgetaut, in 10 ml „Feeder“-Medium aufgenommen und durch mehrmaligem Auf- und 
Abpipettieren vereinzelt. Nach einem Zentrifugationsschritt zur Aufreinigung wurde das 
Zellpellet abermals in 10 ml "Feeder"-Medium gelöst. Anschließend wurde die MEF-
Suspension auf einer 10 cm2 Kulturschale verteilt. Der erste Wechsel des Kulturmedi-
ums erfolgte nach etwa 12 Stunden.  
Nach 48 Stunden hatten die Zellen einen konfluenten Monolayer gebildet. Sie wurden 
dann mit PBS gewaschen, mit 1,5 ml 0,05% Trypsin / 0,53 mM EDTA-Lösung versetzt 
und 5 Minuten bei 37 °C inkubiert. Das Fortschreiten der Ablösung wurde durch ein Mik-
roskop kontrolliert, gegebenenfalls wurde etwas länger inkubiert. Der Trypsinierungsvor-
gang wurde mit Zugabe von 9 ml Medium abgestoppt. Hier war es wichtig, dass die Zel-
len anschließend durch eine Pipette vereinzelt wurden. Die Suspension wurde 
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abzentrifugiert. Die trypsinierten Zellen wurden nun in gewünschter Dichte ausgesät und 
das Medium wurde nach 12 Stunden gewechselt. 
Zur Kultivierung von ES-Zellen wurden ein bis zwei Tage vorher die „Feeder“-Zellen auf 
gelatinierte Kulturschalen aufgebracht. Dazu wurden die Kulturschalen mit einer 0,1% 
Gelatine-Lösung in PBS beschichtet (30 Minuten bei 37°C) und die MEFs in gewünsch-
ter Dichte ausgesät. Um zu verhindern, dass die Fibroblasten mit den ES-Zellen um 
Nährstoffe konkurrieren, wurden die konfluenten MEFs zuvor mit Mitomycin (Endkon-
zentration 10 µg/ml) behandelt. Das Zytostatikum Mitomycin hemmt die DNA Neusyn-
these, die Zellteilung wird gestoppt. Nach maximal drei Stunden bei 37°C wurde das 
Medium abgesaugt, die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und in Trypsin/EDTA-
Lösung gelöst. Die inaktivierten Fibroblasten wurden nach Aufnahme in frischem "Fee-
der"-Medium auf den gelatinierten Zellkulturschalen ausgesät. Nach 12 bis 24 Stunden 
waren die Platten für die ES-Zellkultur nutzbar. 
 
"Feeder"-Medium "Dulbecco’s Modified Eagle Medium" (DMEM)  
 10% (v/v) Fötales Kälberserum (FKS) 
 1x "Non Essential Amino Acids" (NEAA) 
 50 µg/ml Streptomycin 
 50 U/ml Penicillin 
 
"Feeder"-Trypsin/EDTA  0,05% (w/v) Trypsin 
 0,53 mM EDTA • 4 Na 
 
Lagerung der murinen embryonalen Fibroblasten 
Zur kurz- bzw. langfristigen Lagerung wurden die MEFs bei -80°C oder -150°C eingefro-
ren. Dazu wurden aktive oder bereits inaktivierte Zellen nach der Typsinierung in Ein-
friermedium („Feeder“-Medium mit 10% (v/v) Dimethylsulfoxid – DMSO) vorsichtig re-
suspendiert und auf 1,5 ml Kryoröhrchen verteilt. Die Röhrchen wurden langsam mit 
Hilfe von Isopropanol befüllten Einfrierboxen auf -80°C heruntergekühlt. Nach 24 Stun-
den konnten die Röhrchen dann in flüssigen N2 überführt werden.  
 
Gewinnung und Kultivierung von embryonalen Stammzellen 
Die ES-Zellen wurden von der AG Willnow (Max-Delbrück-Center, Berlin) zu Verfügung 
gestellt. Sie wurden, wie unter [168] beschrieben, aus der inneren Zellmasse von einem 
frühen Mausembryo im Blastozytenstadium gewonnnen. 
Die eingefrorenen embryonalen Stammzellen (5x106 bis 1x107 Zellen/ml) wurden bei 
37°C in einem Wasserbad aufgetaut und in 10 ml ES-Zellmedium aufgenommen. Die 
Zellen wurden durch Auf- und Abpipettieren vereinzelt. Nach einem Zentrifugationsschritt 
um Reste des DMSOs zu entfernen wurde das Zellpellet erneut in 10 ml ES-Medium 
gelöst und auf einer gelatinierten, mit inaktivierten Fibroblasten besetzten Kulturschale 
(10 cm2) verteilt. Der erste Wechsel des Kulturmediums erfolgte nach etwa 16 Stunden. 
Weitere Medienwechsel mussten alle 24 Stunden vorgenommen werden. Für die DNA-
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Gewinnung zur Identifizierung rekombinater Zellklone wurden die ES-Zellen auf gelati-
nierten Platten ohne MEF-Monolayer kultiviert. 
Nach 48 Stunden waren die Zellen im undifferenzierten Zustand zu runden bis ellipti-
schen, klar abgegrenzten Kolonien gewachsen. In diesem Stadium konnten die Zellen 
auf weitere Kulturschalen verteilt werden. Der Vorgang der Trypsinierung wurde, wie 
bereits bei der unter dem Punkt „Gewinnung und Vorbereitung von murinen embryonaler 
Fibroblasten“ darstellt, durchgeführt. Anders als dort beschrieben, wurden für die ES-
Zellen eine 0,25% Trypsin/1 mM EDTA-Lösung eingesetzt. 
 
ES-Zellmedium DMEM (Puderform) 
 22 mM Natriumbicarbonat 
 15% (v/v) FKS 
 100 µg/ml Streptomycin 
 100 U/ml Penicillin 
 2 mM L-Glutamin 
 1x NEAA 
 0,0007% (v/v) ß-Mercaptoethanol  
 1000 U/ml "Leukemia Inhibitory Factor" (LIF) 
 
Trypsin/EDTA  0,25% (w/v) Trypsin 
 1 mM  EDTA • 4 Na 
 
Elektroporation – Homologe Rekombination in ES-Zellen 
Für die Transfektion wurden die ES-Zellen einer konfluenten 10 cm2 Kulturschale 
(~1x107 Zellen) mit PBS gewaschen, trypsiniert, pelletiert und drei weitere Male mit PBS 
gewaschen. Letztendlich wurde das Zellpellet in 800 µl PBS resuspendiert. Die Suspen-
sion wurde nun in eine sterile Gene Pulser™-Küvette überführt und 50 μg linearisiertes 
Targetingkonstrukt wurde dazugegeben. Die Elektroporation erfolgte bei 240 V und 500 
μF. Hier nach ließ man die Zellsuspension für 5 min bei Raumtemperatur ruhen. An-
schließend wurde die Suspension in 40 ml ES-Zellmedium überführt und auf vier vorbe-
reitete MEFs-Platten verteilt (je 10 ml pro 10 cm2 Kulturschale).  
 
Isolierung erfolgreich transfizierter ES-Zellklone 
Einen Tag nach der Elektroporation wurde der erste Selektionsmarker Geneticinsulfat 
(G418; 190 µg/ml - Negativselektion, siehe 1.3.1) zugegeben. Die Zugabe des zweiten 
Markers Ganciclovir (2 µM - Positivselektion, siehe 1.3.1) erfolgte nach drei Tagen. 
Nach 8 Tagen wurden unter einem Mikroskop klar abgegrenzte einzelne Kolonien, mit 
gelben Pipettenspitzen abgehoben und in vorab vorbereiteten 96-well Platten mit 30 µl 
Trypsin/EDTA-Lösung aufgenommen. Die Inkubation dauerte 5 Minuten bei 37°C. Der 
Vorgang wurde dann mit 70 µl Medium abgestoppt, die Zellen mit Hilfe einer Pipette gut 
vereinzelt und auf eine gelatinierte inaktivierte MEF-Platte mit 100 µl vorgelegtem Medi-
um transferiert. Die ES-Zellen auf den 96-well Platten wurden nach 2 bis 3 Tagen erneut 
trypsiniert, um mehrere Kopien einzelner Klone zu gewinnen. Dazu wurde das Medium 
abgesaugt, die Kolonien zweimal mit 100 µl PBS gewaschen und anschließend für 3 
Minuten mit Trypsin/EDTA-Lösung abgelöst. Die Reaktion wurde mit 50 µl Medium ab-
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gestoppt, die Zellen vereinzelt und im Verhältnis 1:4 auf zwei 96-well Platten mit 
Fibroblasten und auf zwei gelatinierte 96-well Platten verteilt. Letztere Platten wurden 
zur Isolierung genomischer DNA (siehe 3.2.3.2) verwendet. Die ES-Zellen, die auf den 
Fibroblasten wuchsen, wurden nach 24 Stunden eingefroren (siehe unten). Wurden nun 
erfolgreich transfizierte Klone per PCR (siehe 3.2.5.4) oder Southern Blot (siehe 3.2.5.6) 
identifiziert, wurden diese wieder in Kultur genommen und für die Injektion in murine 
Blastozysten (siehe 3.2.7.2) vorbereitet. 
 
Lagerung der embryonalen Stammzellen 
Wie bereits unter dem Punkt „Lagerung der murinen embryonalen Fibroblasten“ be-
schrieben, wurden unter Verwendung des speziellen ES-Zell-Einfriermediums auch die 
ES-Zellen behandelt.  
Zur vorübergehenden Lagerung von isolierten ES-Zellklone konnten auch diese direkt in 
den 96-well Platten eingefroren werden. Die Zellen wurden dazu mit 200 µl PBS gewa-
schen, mit 30 µl Trypsin/ETDA-Lösung (8 Minuten, 37°C) versetzt, gut vereinzelt und mit 
Einfriermedium auf ein Endvolumen von 200 µl gebracht. Die Lagerung erfolgte maximal 
8 Wochen bei -80°C. 
 
ES-Zell-Einfriermedium 10% (v/v) DMSO 
 10% (v/v) FKS 
 mit ES-Zellmedium auffüllen 
 
3.2.7.2 Produktion von Chimären durch Blastozysteninjektion 
Ein wichtiger Schritt zur Erstellung einer KO-Mauslinie ist der Transfer der ES-Zellen in 
eine Blastozyste. Zur Vorbereitung der Blastozysteninjektion wurden zunächst die positiv 
getesteten ES-Zellklone von den 96-well Platten auf 24-well und anschließend auf 6-well 
Kulturschalen passagiert. Etwa 25 Stunden vor der Injektion wurden die Zellen ein letz-
tes Mal gesplittet. Ein letzter Mediumwechsel fand 3 Stunden vor dem Eingriff statt. 
Dann wurden die ES-Zellen mit PBS gewaschen und mit 500 µl Trypsin behandelt (6 
Minuten, 37°C). Hier nach wurden die Zellen in 5 ml ES-Zellmedium resuspendiert und 
zentrifugiert. Das Pellet wurde in 500 µl Medium aufgenommen und auf eine ungelati-
nierte 24-well Platte verteilt. Es folgte eine 30 minütige Inkubation bei 37°C. Die „Fee-
der“-Zellen beginnen zu adhärieren, die ES-Zellen dagegen verbleiben vorzugsweise im 
Überstand. Dieser Überstand wurde anschließend in 1,5 ml Reaktionsgefäße überführt 
und in die Berliner Dienstleistungsabteilungen des Max-Delbrück-Center („MDC Trans-
genic Core“) bzw. der Charité („FEM – Forschungseinrichtung für experimentelle Medi-
zin“) gebracht. Dort wurden die Blastozystengewinnung, die Injektion und der Transfer in 
die Ammenmütter vorgenommen. Pro Blastozyste wurden zwischen 15 und 25 ES-
Zellen injiziert. Etwa 12 bis 16 Blastozysten wurden dann in narkotisierte, schein-
schwangere Ammentiere eingesetzt. Diese Weibchen wurden zuvor mit einem vasekto-
mierten Männchen verpaart, wobei der Aufbau der Gebärmutterschleimhaut zur Einnis-
tung der Eizelle stimuliert wurde. Daraus resultierten chimären Mäuse, die das 
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manipulierte Gen über die Keimbahn vererben und somit als Gründer der konditionalen 
Linie (Abb. 23) gelten. 
 
3.2.7.3  Verpaarung und Maushaltung 
Die chimären Mäuse sind ein „genetisches Mosaik“; zusammengesetzt aus den Maus-
stämmen C57Bl/6N (Blastozyste; Fellfarbe schwarz) und 129S7/Sv (ES-Zellen; Fellfarbe 
agouti). Das Fell der Chimären ist folglich schwarz-agouti gefleckt. Diese wurden mit 
Mäusen des Stammes C57Bl/6N weiterverpaart. Die agouti-farbenen Nachkommen zeig-
ten an, dass genetische Manipulation in die Keimbahn gegangen ist. Diese Tiere wurden 
per PCR genotypisiert (siehe 3.2.3.2 und 3.2.5.4). Die Mäuse, bei denen das getargete 
Allel (4.3.1) nachgewiesen konnte, wurden mit Cre oder FLP transgenen Mauslinien ver-
paart, um auf diese Weise konventionelle bzw. konditionale KO-Linien zu generieren 
(siehe 4.2.2). Die heterozygoten Tiere aus diesen Verpaarungen wurden mit Wildtyp-
mäusen des Stammes C57Bl/6N über mehrere Generationen rückgekreuzt. Tiere, die in 
experimentellen Untersuchungen eingesetzt wurden, stammten aus heterozygoten Ver-
paarungen.  
Die Mäuse wurden ab einem Alter von etwa 8 Wochen verpaart. Jungtiere wurden 4 
Wochen nach der Geburt abgesetzt. Gleichzeitig wurden Ohrlochmarkierungen oder 
Schwanzbiopsien vorgenommen.  
Die Tiere wurden in kleinen Gruppen von 2-8 Tieren (Makrolonboxen, Typ III und IV) 
unter SPF (spezifiziert pathogenfrei) Bedingungen gehalten. Die Mäuse waren in klimati-
sierten Räumen (20 bis 22°C) untergebracht und unterlagen einem 12-stündigen Tag- 
und Nachtrhythmus. Wasser und Standartfutter („Alleinfutter für Mäuse“, Ssniff) standen 
ihnen ad libitum zur Verfügung. 
Die Tötung der Mäuse, die zu Experimenten und Gewebegewinnung verwendet wurden, 
erfolgte in der Regel durch Luxation der Halswirbel. In einigen Fällen wurden die Tiere 
narkotisiert und einer Herzperfusion unterzogen (siehe 3.2.10.1). 
Haltung und Zucht dieser Tiere erfolgte zuerst am Max-Delbrück-Center, Berlin und wur-
de dann am FEM, Charité Berlin weitergeführt. Die experimentellen Arbeiten fanden 
entweder am Max-Delbrück-Center oder am „Center for Cardiovascular Research“, Cha-
rité Berlin statt.  
 
3.2.8 Tierexperimentelle Methoden 
3.2.8.1 Tierversuchsgenehmigungen und Anzeigen 
Alle hier durchgeführten Experimente wurden vom Landesamt für Gesundheit und So-
ziales, Berlin genehmigt.  
o G0171/08 „Charakterisierung von Mäusen mit genetischer Claudin-3-Defizienz“ 
o T0352/09 „Anzeige der Tötung von Wirbeltieren zu wissenschaftlichen Zwecken“ 
o O0353/09 „Anzeige der Verwendung von Tieren für wissenschaftliche Zwecke“ 
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3.2.8.2 Fertilitätstest 
Zur Überprüfung der Fertilität wurden homozygote Claudin-3-defiziente Tiere mit hetero-
zygoten Mäusen ab dem Alter von 8 Wochen verpaart. Als Kontrollen dienten heterozy-
gote Geschwistertiere, die unter gleichen Bedingungen verpaart wurden. 
 
3.2.8.3 Gewinnung und Analyse von Blut- und Urinproben 
Für die Gewinnung von Urin wurden die Mäuse in einem Alter von 8 Wochen für 17 
Stunden in metabolische Stoffwechselkäfige (Eigenkonstruktion vom Max-Delbrück-
Center, Berlin) gesetzt. Dabei hatten sie freien Zugang zum Wasser. Eine Fütterung fand 
nicht statt, da sonst die Gefahr bestand, dass die Urinproben durch Futterreste verunrei-
nigt werden könnten. Die Urine wurden bis zur Analyse bei -20°C gelagert. 
Einige Tage später wurden die Tiere durch eine Ethernarkose betäubt und es wurde ih-
nen durch retrobulbäre Punktion des Venenplexus Blut entnommen. Unabhängig davon 
wurde Mäusen verschiedener Altersgruppen Blut unter Isoflurannarkose auf die gleiche 
Weise abgenommen. Das Blut wurde zur Gerinnung für mindestens 30 Minuten auf Eis 
gelagert und anschließend bei 4000 g (4°C, 10 Minuten) zentrifugiert. Das Serum wurde 
dann vorsichtig mit einer Pipette abgenommen und in ein frisches Reaktionsgefäß über-
führt. Die so gewonnene Serummenge entsprach etwa ein Drittel des zentrifugierten 
Blutvolumens. Das Serum wurde zur Lagerung bei -20°C eingefroren.  
Die Analyse der Seren und Urinproben wurde durch das Zentrallabor der Charité Berlin 
Mitte durchgeführt. Es wurden folgende Parameter im Serum und Urin bestimmt: Natri-
um, Kalium, Chlorid, Magnesium, Phosphat, Kalzium und Kreatinin. In den Seren einiger 
Tiere wurde zudem der Alanin-Aminotransferase (ALAT)-, Aspartat-Aminotransferase 
(ASAT)-, alkalische Phosphatase (AP) und Lipase-Spiegel untersucht. 
Die Bestimmung des pH-Wertes von Seren und Urinen erfolgte durch ein Tisch-pH-
Meter der Firma Mettler Toledo. 
 
3.2.9 Proteinbiochemische Methoden 
3.2.9.1 Membranproteinisolation aus Gewebe 
Die Proteinextrakte, die mittels Western Blot analysiert werden sollten, wurden aus mu-
rinen Organen, die direkt nach der Entnahme in flüssigen Stickstoff tiefgefroren wurden, 
gewonnen. Es wurden ca. 5 mg Gewebe mit 1 ml Lysispuffer versetzt und mit einem 
Gewebe-Homogenisator auf Eis zerkleinert. Die Suspension wurde in ein 1,5 ml Reakti-
onsgefäß überführt und zehnmal durch eine 20 Gauge Kanüle gezogen, um eine voll-
ständige Zerkleinerung des Gewebes zu gewährleisten. Anschließend wurden die Pro-
ben für 1 Stunde bei 4°C leicht schüttelnd inkubiert. Es folgte eine fünfminütige 
Zentrifugation bei 500 g (4°C). Der Überstand wurde in ein frisches Reaktionsgefäß 
überführt und mit einer Ultrazentrifuge bei 43.000 g (4°C) für 30 min zentrifugiert. An-
schließend wurde der Überstand abgenommen. Das Pellet wurde in eiskalten 100 µl 
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Lysispuffer resuspendiert. Diese Suspension entspricht der Membranfraktion, welche bis 
zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert wurde. 
 
Lysispuffer 20 mM  Tris-HCl pH 7,4  
 5 mM MgCl2 
 1 mM  EDTA 
 0,6 mM  EGTA 
 Zugabe Proteasen-Inhibitor-Cocktail (Roche) nach Herstellerangaben 
 
3.2.9.2 Bestimmung der Proteinkonzentration 
Die Proteinkonzentrationen der Lysate wurden mit dem Pierce BCA Protein Assay Kit 
nach Herstellerangaben durchgeführt. Dieser Nachweis kombiniert zwei Reaktionen. 
Zunächst bilden Proteine mit Cu2+-Ionen in alkalischer Lösung einen Komplex (Biuret-
Reaktion). Dabei werden die Cu2+-Ionen zu Cu+-Ionen reduziert, die dann ihrerseits mit 
Bicinchinon-Säure (BCA) einen purpurnen Farbkomplex bilden. Die Absorption dieses 
wasserlöslichen Komplexes wird bei 562 nm gemessen. 
Zur Konzentrationsbestimmung wurden 10 µl Proteinfraktion mit 90 µl Wasser verdünnt 
und mit 2 ml Arbeitslösung bestehend aus Reagent A (Bicinchion-Säure) und Reagent B 
(Kupfersulfat) vermischt. Es folgte eine 30 minütige Inkubation bei 37°C. Anschließend 
wurden die Proben kurz auf Eis gestellt und die Extinktion bei einer Wellenlänge von 562 
nm in einem Spektralfotometer (MR500, Pharmacia Dynatech) bestimmt. Zur Berech-
nung der Proteinkonzentration wurde parallel eine BSA-Standardreihe (250, 125, 50, 25, 
5; 0 ml/µg) mitgeführt. 
 
3.2.9.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese  
Die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) wurde nach der 
diskontinuierlichen Laemmli-Methode durchgeführt [169] bei der die Proteine über eine 
Kombination von Sammel- und Trenngel nach ihrer Größe getrennt werden.  
Es wurden 25 µg Protein mit 1x Laemmli-Probenpuffer versetzt und für 5 Minuten bei 
95°C erhitzt. Pro Geltaschen wurde 20 bis 35 µl Probe und parallel dazu ein Molekular-
gewichtslängenstandard aufgetragen. Die Proteine wurden in einem Polyacrylamid-
Sammelgel (5%) fokussiert und über ein Polyacrylamid-Trenngel (12,5 %) ihrer Größe 
nach aufgetrennt. Die einstündige Elektrophorese wurde bei einer Spannung von 90 bis 
110 V/20 mA durchgeführt. 
 
5x Laemmli- 300 mM  Tris HCl pH 6,8  
Probenpuffer 10 % (w/v) SDS 
 500 mM DTT 
 50 % (v/v) Glycerin 
 0,001 % (w/v) Bromphenolblau 
 
1x Laufpuffer  25 mM  Tris-Base pH 8,3 
 192 mM Glycin 
 0,1 % SDS 
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Tab. 14: Zusammensetzung der SDS-haltigen Trenn- und Sammelgele  
  Trenngel (12,5 %)  Sammelgel (5 %) 
Acrylamid/Bisacrylamid 4,1  ml    0,7  ml 
Trenngelpuffer: 1,5 M Tris-HCl pH 8,8 2,4  ml -  
Sammelgelpuffer: 0,5 M Tris-HCl pH 6,8    -  0,6  ml 
destilliertes Wasser 3,5  ml 1,2  ml 
10 % (w/v) SDS 100  µl 25  µl 
10 % (w/v) APS 100  µl 25  µl 
TEMED 5  µl 2,5  µl 
 
3.2.9.4 Proteintransfer nach der Western Blot Methode 
Der Western Blot schließt sich in dieser Arbeit der SDS-PAGE an. Dabei werden die Pro-
teine aus dem Polyacrylamidgel auf eine Polyvinylidendifluorid (PVDF)-Membran mit 
Hilfe der Mini-Blot Apparatur im Nassverfahren transferiert.  
Um die Proteinbindungsstellen zu aktivieren, wurde die PVDF-Membran zunächst für 5 
Minuten in Methanol gelegt. Anschließend wurden das SDS-Polyacrylamidgel und die 
Membran 5 Minuten in Transferpuffer equilibriert. Bei dem Nassblot wurden vertikale 
Puffertanks verwendet, bei denen die Platinelektroden an den Seitenwänden angebracht 
sind. Gel und Membran wurden zwischen Filterpapier und Schwammkissen in gitterför-
mige Kassetten geklemmt und senkrecht in den mit Transferpuffer gefüllten Tank gehan-










Abb. 13: Aufbau der Western Blot Apparatur (Sandwich-Technik) 
 
Unter ständiger Kühlung betrug die Transferdauer bei einer Spannung von 100 V etwa 
1,5 Stunden. Die Proteine wandern aus dem Gel und werden durch hydrophobe Wech-
selwirkungen auf der Membran immobilisiert. Um den Transfer sichtbar zu machen, wur-
de die Membran mit dem reversiblen Farbstoff Ponceau S angefärbt und fotokopiert. Der 
Farbstoff konnte durch Spülen mit destilliertem Wasser wieder ausgewaschen werden. 
 
Transferpuffer Nassblot  25 mM Tris-Base (pH 8,3) 
 193 mM Glycin 
 10 % (v/v) Methanol 
 
Ponceau S Färbelösung 2 % Ponceaurot in 3 % Trichloressigsäure 
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3.2.9.5 Nachweis von immobilisierten Proteinen mittels Antikörper 
Die auf der Membran immobilisierten Proteine lassen sich nun mittels spezifischer Anti-
körper nachweisen. Nach dem Proteintransfer wurde die Membran zunächst für 1 Stun-
de bei Raumtemperatur mit Blockreagenz A behandelt, um unspezifische Bindungsstel-
len für Antikörper zu blockieren. Die Membran wurde kurz mit PBST gespült und 
zusätzlich über Nacht bei 4°C mit der Blockreagenz B geblockt. Der primäre Antikörper 
wurde im angegebenen Verhältnis (siehe Punkt 3.1.10) in der Blockreagenz B verdünnt 
und auf die Membran gegeben. Nach etwa 3 Stunden bei Raumtemperatur wurde der 
erste Antikörper durch zweimaliges Waschen mit PBST und einmaliges Waschen mit 
TBST (je 10 Minuten) entfernt. Anschließend wurde die Membran für 90 Minuten mit 
dem zweiten Antikörper (Verdünnung 1:1000 nach Herstellerangaben, LumiLightPLUS Kit, 
Roche) inkubiert. Der sekundäre Antikörper wird passend zum primären Antikörper ge-
wählt, da dieser den spezifischen Fc-Teil des ersten Antikörpers erkennen muss. Danach 
wurde die Membran abermals in drei Waschschritten mit PBST bzw. TBST gewaschen.  
Die Detektion des gebundenen Peroxidase-markierten-Sekundärantikörpers erfolgte 
nach Herstellerangaben über die Komponenten des LumiLightPLUS Kits. Dabei katalysiert 
das gekoppelte Enzym die Umsetzung des Subrates Luminol in ein lumineszierendes 
Produkt, welches Licht emittiert, das durch ein digitales Kamerasystem (Lumi-Imager™) 
detektiert werden kann. Die Bearbeitung der Bilder erfolgte über Adobe Photoshop Ele-
ments 5.0. Die densitometrische Analyse der Proteinbanden wurde mit der ImageJ Soft-
ware durchgeführt. 
 
Blockreagenz A 5% Milchpulver in PBST 
 
Blockreagenz B 5% (w/v) BSA 
 0,02 % (w/v)  Natriumazid 
 in PBST  
 
TBST 25 mM Tris Base pH 7,4 
 150 mM NaCl 
 2,7 mM KCl 
 0,05 %  (v/v) Tween-20 
 
PBST 137 mM NaCl  
 2,7 mM KCl 
 10 mM Na2HPO4 
 2 mM KH2PO4 
 0,1 % (v/v) Tween-20 
 pH 7,2  
 
3.2.10 Histologische Analysen 
3.2.10.1 Gewebeaufbereitung für histologische Untersuchungen 
Für die histologischen Untersuchungen wurde das murine Gewebe sofort nach der Ent-
nahme in 4% Paraformaldehyd (PFA)-Lösung fixiert. Neben diesen Immersionsfixierun-
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gen wurden auch Perfusionsfixierungen vorgenommen. Dazu wurden die Tiere mittels 
intraperitonealer Applikation eines Xylazin/Ketamin Gemisches (Dosis: 6,5 mg/kg Kör-
pergewicht Rompun® und 100 mg/kg Körpergewicht Ketavet®) narkotisiert. Es erfolgte 
die Öffnung des Brustkorbes und Freilegung des Herzens. Vorsichtig wurde eine 20 
Gauge Nadel, welche an einer Perfusionspumpe angeschlossen war, in den linken 
Ventrikel eingeführt. Die Nadel wurde mit einer Klammer fixiert. Anschließend wurde mit 
einer Mikroschere ein kleiner Schnitt in das rechte Atrium gemacht. Das Tier wurde zu-
nächst mit ca. 50 ml eiskalten PBS und dann mit etwa 50 ml 4% PFA-Lösung perfun-
diert. Nach der Perfusion wurden die erforderlichen Organe entnommen und in 4% PFA-
Lösung gelegt. Vorteil der Perfusionmethode ist, dass die Zeit zwischen Probenentnah-
me und Fixierung minimiert wird. Weitere positive Effekte sind, dass sich durch die Spü-
lung, die Organe entfalten können und sämtliches Blut ausgespült wird. Dies kann sich 
positiv auf das Ergebnis der Färbung und Mikroskopie auswirken. 
 
Zur Aufbereitung der Organe für Kryoschnitte wurden die Proben in der 4%igen PFA-
Lösung für 1 bis 2 Stunden bei Raumtemperatur fixiert. Anschließend wurde mit PBS 
gespült und über Nacht bei 4°C oder 3 bis 5 Stunden bei Raumtemperatur in 30% (w/v) 
Saccharose in PBS inkubiert. Die Behandlung mit Saccharose hat sich bewährt, um 
leichte Maskierungen der immunreaktiven Epitope, die durch die fixativ-bedingten Quer-
vernetzungen von Proteinen entstanden sind, aufzubrechen. Die Gewebe wurden an-
schließend in Isopentan, das mit flüssigem Stickstoff gekühlt wurde, schockgefroren und 
bis zur weiteren Verwendung in einen -80°C Tiefkühlschrank überführt. Zur Anfertigung 
von Kryoschnitten wurden Gewebeproben bei -20°C in ein Gefriereinbettmedium einge-
bettet. Aus den gehärteten Gewebeblöcken wurden am Kryostat 4 µm dicke Kryoschnitte 
angefertigt und auf Objektträger aufgebracht. Die Schnitte wurden bis zur Verwendung 
bei -80°C gelagert. 
 
Organe, die für eine Paraffineinbettung bestimmt waren, wurden nach Entnahme für 12 
bis 18 Stunden in 4 % PFA-Lösung fixiert. Es folgte eine Entwässerung der Proben mit-
tels einer aufsteigenden Alkoholreihe. Dazu wurden sie jeweils eine Stunde in 70 %, 80 
%, 96 % und 100 % Ethanol inkubiert. Anschließend wurden die Organe zweimal für 
eine Stunde in NeoClear® und je für eine Stunde bei 60°C in Paraffin-6, dann in Paraffin-
9 überführt. Unter Verwendung von Einbettkassetten wurden die Präparate in Blöcke 
gegossen. Nach dem Erkalten wurden mit einem Mikrotom 4 µm dicke Schnitte angefer-
tigt. Die erhaltenen Schnitte wurden in einem Kaltwasserbad (ca. 20°C) aufgefangen 
und anschließend in einem Warmwasserbad (ca. 45°C) gestreckt, um sie glatt auf einen 
Objektträger zu ziehen. Die so aufgezogenen Schnitte wurden 1 bis 2 Stunden bei etwa 
37°C bis 45°C luftgetrocknet. Zur Vorbereitung der Färbung wurden die Paraffinschnitte 
über eine absteigende Alkoholreihe (zweimal 5 Minuten NeoClear®, je zweimal 3 Minu-
ten 100 %, 90 %, 80% Ethanol) deparaffiniert und rehydriert.  
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3.2.10.2 Übersichtsfärbung − Hämatoxylin-Eosin-Färbung 
Die entparaffinierten Schnitte wurden zunächst kurz in destilliertem Wasser gespült. An-
schießend 1,5 Minuten in Hämalaunlösung (sauer nach Mayer - Firma Carl Roth) inku-
biert und unter fließendem Leitungswasser gespült (ca. 8 Minuten), wodurch eine Bläu-
ung des Gewebes erreicht wurde. Im Anschluss an die Hämalaunfärbung setzte man 
0,5% Eosin G-Lösung zur Gegenfärbung (30 Sekunden) ein. Es folgte eine Waschung in 
destilliertem Wasser, ein Transfer in eine aufsteigende Alkoholreihe und eine abschlie-
ßende Inkubation in NeoClear®. Die nun entwässerten Schnitte wurden mittels eines 
Einbettmediums eingedeckt. Die Auswertung erfolgte mikroskopisch (Zeiss Axio Imager 
M1) unter der Verwendung der Software AxioVision®. 
Für die Morphometrie des Mäusecolons dienten Hämatoxylin-Eosin-gefärbte Paraffin-
schnitte als Ausgangsmaterial. Die Länge der Krypten wurde mit Hilfe eines Mikroskops 
unter der Verwendung der Software analySIS® (Soft Imaging System) ermittelt. Insge-
samt wurden etwa 15 Messungen pro Schnitt durchgeführt. Die Messung der Krypten-
länge wurde von Dr. Susanne Milatz (Institut für klinische Physiologie, AG Fromm, Chari-
té Berlin), im Rahmen einer Kooperation, durchgeführt.  
 
Eosin G-Lösung 0,5% (v/v) Eosin G 
 100 ml destilliertes Wasser 
 200 µl Eisessig 
 
3.2.10.3 Immunohistofluoreszenz  
Für den Nachweis von Claudin-3 und Claudin-4 [170] wurden die Schnitte zunächst in 
Methanol:Aceton (1:1) bei -20°C für 10 Minuten nachfixiert und mit destilliertem Wasser 
gespült. Durch die Fixierung mit PFA ist es erforderlich, eine Epitop-Demaskierung 
durchzuführen, um eine ausreichende Antigenität der Proteine zu gewährleisten. Die 
Demaskierung erfolgte in erster Linie durch feuchte Hitzeeinwirkung. Dazu wurden die 
Gewebeschnitte in ein mit Citratpuffer gefülltes Gefäß gestellt und 20 Minuten in einem 
Wasserbad erhitzt (96°C). Nach der Hitzeinkubation ließ man die Objektträger im Puffer 
für etwa 20 Minuten bei Raumtemperatur abkühlen. 
Wurden andere Antikörper als Claudin-3 oder Claudin-4 benutzt, konnte auf die Epitop-
Demaskierung verzichtet werden. Die Gewebeschnitte wurden nun zweimal 5 Minuten 
mit PBS gewaschen. Zur Permeabilisierung des Gewebes wurden die Schnitte für 10 
Minuten mit 0,5 % (v/v) Triton X-100 in PBS behandelt. Nach zwei fünfminütigen Wasch-
schritten mit PBS wurden die Objektträger eine Stunde mit Blockpuffer, 5 % (v/v) Serum 
in PBS, behandelt, um die unspezifischen Antikörper-Bindungsstellen zu blockieren. Je 
nach dem aus welcher Spezies die sekundären Antikörper stammten, wurde das Serum 
ausgewählt. Anschließend wurde der Puffer abgenommen und der erste primäre Anti-
körper in Blockpuffer auf die einzelnen Gewebeschnitte gegeben. Die Inkubation erfolgte 
in einer feuchten Kammer über Nacht bei 4°C oder für 2 Stunden bei Raumtemperatur. 
Die Präparate wurden zweimal mit Blockpuffer gewaschen. Für Kolokalisationen wurden 
die Schnitte mit einem zweiten primären Antikörper in Blockpuffer für 2 Stunden bei 
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Raumtemperatur inkubiert. In einigen Fällen konnte der erste und der zweite primäre 
Antikörper parallel aufgetragen werden. Nach zwei weiteren Waschschritten mit Block-
puffer wurde der erste und eventuell zweite sekundäre Antikörper zusammen in Block-
puffer verdünnt (1:500) und auf das Gewebematerial gegeben. Dabei bindet der spe-
zies-spezifische, fluoreszenz-gekoppelte Sekundärantikörper an den 
antigenspezifischen Primärantikörper. Nach einer Inkubationszeit von 90 Minuten bei 
Raumtemperatur wurden die ungebundenen Antikörper mit Blockpuffer abgewaschen. 
Anschließend wurden die Schnitte mit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI (4’,6-Diamidin-2’-
phenylindoldihydrochlorid, 1 µg/ml) gegengefärbt. Dabei bindet DAPI selektiv an der 
DNA und es entstehen stark-fluoreszierende Zellkerne. Abschließend wurden die Präpa-
rate zunächst in destilliertem Wasser, dann in absolutem Ethanol gespült und mit einem 
Einbettmedium eindeckt. Sobald die Schnitte ausgehärtet waren, wurden sie unter dem 
Fluoreszenzmikroskop (Leica DM IRE2, Open Lab Software) betrachtet und fotografiert. 
Die Bearbeitung der Bilder erfolgte über Adobe Photoshop Elements 5.0. 
 
Citratpuffer 10 mM Tri-Natrium-Citrat-Dihydrat (pH 6) 
 0,5 % (v/v) Tween-20 
 
3.2.11 Elektrophysiologische Analysen mittels Ussing-Kammer 
Die elektrophysiologischen Messungen am Darmepithel der Claudin 3-defizienten Mäu-
se wurden im Rahmen einer Kooperation von Dr. Susanne Milatz Milatz (Institut für klini-
sche Physiologie, AG Fromm, Charité Berlin) durchgeführt. 
 
3.2.11.1 Widerstandsmessung  
Mit der Ussing-Kammer-Technik [171] kann man auf relativ einfachen Weg elektrophy-
siologische Größen, wie den aktiven Ionentransport, die transepitheliale Spannung und 
den transepithelialen Widerstand untersuchen. Die Aufbau einer Ussing-Kammer gestal-
tet sich derart, dass eine Membran mit einer serosalen und mukosalen Seite (in vorlie-
gendem Fall die Darmabschnitte Colon und Ileum) eine Kammer in zwei Hälften unter-
teilt, die beide mit elektrolythaltigen Flüssigkeiten (Standard-Ringer-Lösung) gefüllt sind. 
Die Salzlösungen werden mit Carbogen (95% O2, 5% CO2) begast, um eine hinreichen-
de Sauerstoffversorgung und Durchmischung zu gewährleisten. Zudem werden die 
Temperatur und der pH-Wert konstant gehalten. Beide Kammerseiten sind mit zwei 
Elektrodenpaaren ausgestattet, wobei ein Paar der Erfassung der transepithelialen Po-
tentialdifferenz dient, das andere Paar hingegen den Strom zur Messung des transe-
pithelialen Widerstands appliziert. Die Gabe eines Stromimpulses (Stromklemme) in ei-
nem bestimmten zeitlichen Intervall führt zur einer Änderung der transepithelialen 
Potentialdifferenz, die zur Ermittlung des transepithelialen Widerstands (Rt bzw. TER), 
unter Anwendung des Ohm’schen Gesetz R = U ⁄ I, verwendet wird. Mit Hilfe einer 
Rückkopplung (Spannungsklemme) ist es möglich, die Potentialdifferenz zu verändern. 
Wenn dem System wird genau soviel Strom zugeführt wird, dass das Potential über dem 
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Epithel Null beträgt, ist der unter diesen Bedingung fließende ein Maß für den aktiven 
Ionentransport und wird als Kurzschlussstrom (Isc) bezeichnet. Die Steuerung und Da-
tenverarbeitung erfolgte über einen Computer mit eigens entwickelter Software. 
Zu Beginn jeder Messung, vor dem Einbau des Epithels, erfolgte die Aufnahme von Po-
tentialdifferenz und Widerstand. Die ermittelten Leerwerte wurden von den späteren 
Messdaten abgezogen.  
 
Standard-Ringer 21 mM NaHCO3 
 119 mM  NaCl 
 5,4 mM  KCl 
 1 mM  MgSO4 
 1,2 mM CaCl2 
 3 mM  HEPES 
 10 mM  Glukose 
 pH 7,8 
 
3.2.11.2 Messung von Dilutionspotentialen 
Mittels Dilutionspotentialmessungen lassen sich die Permeabilitäten für Natrium und 
Chlorid bestimmen. Hierzu werden beide Ionen auf einer Kammerseite unter Gewähr-
leistung des osmotischen Ausgleichs durch Mannitol ersetzt. Dieser Austausch setzt eine 
Ionenbewegung in Gang, wobei sich eine Potentialdifferenz – das Dilutionspotential – 
einstellt, anhand derer mit Hilfe der Goldman-Hodkin-Katz-Gleichung das Verhältnis der 
Permeabilitäten für Na+ und Cl- bestimmt werden kann: 
[ ] [ ]
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Zur Messung wurde das Darmepithel wie unter 3.2.11.1 beschrieben in die Ussing-
Kammer eingesetzt. Die Kammern wurden mit Natrium-Ringer-Lösung befüllt. Sobald 
sich ein konstanter Widerstand eingestellt hatte, wurde apikal Natrium-Ringer-Lösung 
gegen Mannitol-Ringer-Lösung ausgetauscht. Anschließend konnte das Dilutionspoten-
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Mannitol-Ringer 21 mM NaHCO3 
 238 mM  Mannitol 
 5,4 mM  KCl 
 1 mM  MgSO4 
 1,2 mM  CaCl2 
 3 mM  HEPES 
 10 mM  Glukose 
 pH 7,8  
Natrium-Ringer 140 mM NaCl 
 5,4 mM KCl 
 1 mM MgSO4 
 1,2 mM CaCl2 
 10 mM HEPES 
 10 mM Glukose 
 pH 7,4  
 
3.2.11.3 Fluxmessungen parazellulärer Größenmarker  
Für die Ermittlung der Permeabilitäten unterschiedlich großer Moleküle wurden Flux-
messungen mit den parazellulären Größenmarkern Fluoreszein und Fluoreszeinisothio-
cyanat (FITC)-Dextran 4000 durchgeführt.  
Für die Bestimmung der Fluoreszein-Permeabilität wurden die Kammern der Ussing-
Apparatur mit Standard-Ringer-Lösung befüllt und die Spannungsklemme angelegt. Vor 
Messbeginn wurden auf der basolateralen Seite 300 µl Lösung (Nullwert) abgenommen. 
Ein gleiches Volumen an Ringerlösung wurde wieder dazugegeben. Dann erfolgte die 
Zugabe von Fluoreszein (Endkonzentration 0,1 mM) auf der apikalen Kammerseite. 
Nach 10, 20, 30 und 40 Minuten wurden jeweils 300 µl Kammerlösung entnommen und 
ersetzt.  
Analog dazu erfolgte die Bestimmung der FITC-Dextran 4000 (FD-4)-Permeabilität. Die 
basolaterale Kammerhälfte enthielt zudem unmarkiertes Dextran, dessen Konzentration 
der des FITC-markierten Dextrans auf der apikalen Seite entsprach. Die Probenentnah-
me erfolgte über einen Zeitraum von zwei Stunden in Abständen von 30 Minuten.  
Die Konzentrationen der Größenmarker in den entnommenen Proben wurde fotomet-
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3.2.11.4 Ein-Wege-Impedanzspektroskopie 
Die Impedanzspektroskopie, bei der die Durchlässigkeit für Wechselströme untersucht 
wird, erlaubt die Unterscheidung zwischen epithelialem (Repi) und subepithelialem Wi-
derstand (Rsub) [172] [173]. Bei Geweben reflektiert der Repi die Impedanzeigenschaften 
des Epithels, während der Rsub andere Widerstandskomponenten, wie Bindegewebe und 
Muskelschichten, anzeigt.  
Für die Messungen wurde das Darmepithel in eine modifizierte, mit Standard-Ringer-
Lösung befüllte Ussing-Kammer eingesetzt. Zwischen den Impedanzmessungen wurden 
die transepithelialen Potentiale auf 0 mV geklemmt. Während der Messung dagegen 
wurde sinusförmiger Wechselstrom (35 µA/cm², Frequenzbereich: 1,3 bis 65 Hz) ange-
legt. Die Spannungsänderungen wurden mit Hilfe von phasensensitiven Verstärkern ge-
messen und die Impedanzspektren aufgezeichnet.  
 
3.2.12 Bioinformatik und statistische Analysen 
Elektronische Datenverarbeitung von DNA-, RNA-und Proteinsequenzen wurden mit 
Hilfe der Software VectorNTI Advance™ 10 (Invitrogen), BioEdit (http://www.mbio.ncsu. 
edu/bioedit/bioedit.html) und GENtle (http://gentle.magnusmanske.de/) durchgeführt. 
Datenbankrecherchen erfolgten auf den Webseiten des National Center for Biotechnolo-
gy Information (NCBI - http://ncbi.nlm.nih.gov/) und mittels der UCSC Genome Browser 
Webseite (http://genome.ucsc.edu/). Zur Ermittlung von repetitiven Sequenzen und 
Promotoren wurden die webbasierten Programme RepeatMasker 
(http://www.repeatmasker.org/cgi-bin/WEBRepeatMasker) und Promotor Scan 
(http://www.bimas.-cit.nih.gov/molbio/proscan/) benutzt. 
Die statistischen Analysen wurden mit Hilfe der Software Graph Prism Version 3.0, 
PASW Statistics 18 und Microsoft Excel 2003 SP3 durchgeführt. Die Angabe der Mess-
werte erfolgte als arithmetisches Mittel ± SD (Standardabweichung). Beim Vergleich von 
zwei Gruppen wurde mittels t-Test für unabhängige Stichproben bzw. beim Vergleich 
mehrerer Gruppen mittels Varianzanalyse (ANOVA – engl. „analysis of variance“) mit 
anschließendem Bonferroni-Test die statistische Signifikanz ermittelt. Werte wurden als 
signifikant bewertet, wenn die Irrtumswahrscheinlichkeit kleiner als 0,05 war (*p<0,05, 
**p<0,01, ***p<0,001, n.s. – nicht signifikant).  
Zur Ermittlung, ob die Verteilung einer Stichprobe einer theoretisch vermuteten Vertei-
lung entspricht, wurde der Chi-Quadrat-Anpassungstest durchgeführt. Zur Prüfung der 




Sämtliche verwendete Primersequenzen und die gemessenen Rohdaten befinden sich 
im Anhang.  
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4 Ergebnisse 
In der vorliegenden Arbeit wurde eine Mauslinie generiert, die für das Gen Cldn3 defi-




4.1 Untersuchungen zum Expressionsprofil von Claudin-3 
Um die Funktion von Claudin-3 besser zu verstehen, wurde zunächst das Expressions-
profil von Claudin-3 aufgeklärt. Dazu wurden verschiedene humane und murine Gewebe 
mittels qualitativer und quantitativer PCR analysiert. 
 
4.1.1 CLDN3-Expression im humanen Gewebe 
Die mRNA-Expression von CLDN3 wurde mit Hilfe der klassischen und der quantitativen 
PCR (qPCR) in verschiedenen humanen Geweben untersucht (Abb. 14 und Abb. 15). 
CLDN3 wird in der Prostata und im Colon stark exprimiert. Die Expression von CLDN3 in 
der Leber, Lunge, Niere sowie im Pankreas liegt darunter. Niedrig dagegen ist das 
Transkript im Gehirn, Plazenta, Thymus, Hoden, Ovarien und Dünndarm exprimiert. Im 
Herzen, Skelettmuskel, Milz und in peripheren Leukozyten kann kein CLDN3 nachge-
wiesen werden. Expressionsmuster von konventioneller und quantitativer PCR stimmen 
überein. Nur bei der Plazenta unterscheiden sich die Ergebnisse. In der konventionellen 
PCR ist keine Bande, also keine Expression von CLDN3 nachweisbar. Die qPCR dage-
gen weist dagegen eine deutliche CLND3-Expression in der Plazenta nach. 
Die Abb. 15 zeigt die Expression im humanen Verdauungstrakt. CLDN3 wird in der Spei-
seröhre und im Magen nur sehr wenig exprimiert. In den folgenden Darmabschnitten 
nimmt die CLDN3-Expression von proximal zu distal zu, wobei im Duodenum die nied-
rigste und im Rektum die höchste Expression vorliegt. Insgesamt steigt die Expression 
von CLDN3 von Ösophagus bis Rektum um das 12-fache an. Ausnahme bildet Colon 
descendens. Die CLDN3 Expression nimmt etwas ab. Expressionsmuster von klassi-
scher und qPCR weichen zum Teil stark voneinander ab. Im Blinddarm und in den Colo-
nabschnitten sind die CLDN3 Banden nur schwach ausgeprägt. Man erkennt (Abb. 15 a) 
zudem, dass das Kontrollgen actin beta (ACTB) in diesen Bereichen und auch im Duo-
denum nur sehr dünne Banden zeigt. Genauere Ergebnisse liefert die qPCR, da hier die 
Werte relativ zu den „Housekeeping“-Gen HPRT1 (Hypoxanthine phosphoribosyltransfe-
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Abb. 14: Expressionsprofil von CLDN3 in verschiedenen humanen Geweben 
Dargestellt ist die CLDN3 mRNA-Expression in humanen Geweben. Die Analyse erfolgte mittels (a) konven-
tioneller PCR (Kontrollen: H2O und der Nachweis von ACTB) und (b) qPCR. Unter (c) wird die Zusammen-
fassung der qPCR Ergebnisse dargestellt. Die Expressionsstärke in den aufgeführten Geweben nimmt von 
oben nach unten ab. 
 
 
Abb. 15: Expressionsprofil von CLDN3 im humanen Verdauungstrakt 
Dargestellt ist die CLDN3 mRNA-Expression im Verdauungstrakt des Menschen. Die Untersuchung erfolgte 
mittels (a) konventioneller PCR (Kontrollen: H2O, Positivkontrolle Leber [+] und der Nachweis von ACTB) 
und (b) qPCR. (c) fasst die Ergebnisse der qPCR zusammen. Die Expressionsstärke nimmt von oben nach 
unten ab. 
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4.1.2 Cldn3-Expression im murinen Gewebe 
Neben dem humanen Expressionsprofil von CLDN3 wurde auf die gleiche Weise die 
Cldn3-Expression im Mausorganismus untersucht. Bei den hier untersuchten Organen 
zeigte sich, dass die mRNA-Expression von Cldn3 im Uterus am höchsten ist, gefolgt 
von der Prostata und vom glatten Muskelgewebe. Die Cldn3-Expression in Organen wie 
der Leber, Lunge, Plazenta, Niere etc. kann man als eher gering bezeichnen. Im Gehirn, 
Milz, Herz und Skelettmuskel konnte das Cldn3-Transkript sehr schwach oder gar nicht 
detektiert werden (Abb. 16). Eine Expression von Cldn3 kann bereits im murinen Embryo 
nachgewiesen werden. Im frühen embryonalen Stadium E7.5 liegt mehr Cldn3 vor als in 
den späteren Stadien. Am Entwicklungstag 11.5 geht die Expression um mehr als die 
Hälfte zurück, steigt aber in E15.5 und E17.5 wieder an.  
 
Abb. 16: Expressionsprofil von Cldn3 in verschiedenen murinen Geweben 
Dargestellt ist die Cldn3 mRNA-Expression in Gewebe von adulten Mäusen und muriner Embryos in unter-
schiedlichen Entwicklungsstadien. Die Untersuchung erfolgte mittels (a) konventioneller PCR (Kontrollen: 
H2O, Positivkontrolle Niere [+]) und (b) qPCR. (c) Fasst die Ergebnisse aus der qPCR zusammen. Die Ex-
pressionsstärke nimmt von oben nach unten ab.  
 
Mittels der quantitativen PCR wurde gezeigt, dass Cldn3 im murinen Intestinum expri-
miert wird (Abb. 17). Anders als im humanen System konnte kein Anstieg der mRNA-
Expression von Duodenum und Colon beobachtet werden. Cldn3 wird im Duodenum 
und Colon etwa gleich stark exprimiert. Im Jejunum/Illeum liegt die Cldn3-Expression 
leicht höher. 
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Abb. 17: Expressionsprofil von Cldn3 im Duodenum, Jejunum/Ileum und Colon 
Dargestellt ist die Cldn3 mRNA Expression in Darmsegmenten von Mäusen. Die Untersuchung erfolgte 
mittels qPCR. Angegeben sind die Mittelwerte mit Standardabweichungen, n = 4. 
 
 
4.2 Gezielte Deletion des murinen Cldn3-Gens 
Die Schritte zur Generierung einer Cldn3-defizienten Mauslinie waren folgende: 
• Die Erstellung eines Targetingvektors 
• Das Einbringen des Targetingvektors in das Genom von embryonalen Stammzellen 
und deren Transfer in vorbereitete Empfängertiere 
• Die Untersuchung der Nachkommen der Ammentiere auf den getargeten Zielbereich 
und die Zucht einer Cldn3-defizienten Linie 
 
4.2.1 Targetingstrategie und Konstruktion eines Targetingvektors  
Die Arbeiten zur Gewebeexpression von Cldn3 zeigten (siehe 4.1.2.), dass Claudin-3 in 
vielen Geweben exprimiert wird. Ein totaler Knockout würde sich daher eventuell prä- 
oder frühpostnatal lethal auswirken oder zur Infertilität der Tiere führen. Um die Möglich-
keit zu schaffen, Cldn3 gewebespezifisch oder zu bestimmten Entwicklungszeitpunkten 
auszuschalten, wurde das Konzept der konditionalen „Knockout“-Technik (siehe 1.3.1) 
angewandt.  
Bei der Targetingstrategie musste berücksichtigt werden, dass das Cldn3-Gen (Chromo-
som 5) aus nur einem Exon besteht und mit dem fünften Exon eines anderen Gens 
(Wbscr25 - Williams-Beuren syndrome chromosome region 25) gegenläufig überlappt 
(Abb. 18). Der Name leitet sich vom Williams-Beuren Syndrom, einer humangenetischen 
Erkrankung, bei der die neurologische Entwicklung gestört ist, ab (siehe 1.2.3). Es exis-
tiert kein menschliches Homolog zu dem murinen Wbscr25. Die Funktion des Gens ist 
unbekannt. Es gehört zu den nicht-kodierende RNAs. Diese Gruppe von RNAs wird im 
Gegensatz zu mRNAs nicht in Proteine umgeschrieben. Sie übernehmen im Organis-
mus vielfältige Aufgaben. Sie sind unter anderem in der Genregulation beteiligt. 
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Abb. 18: Genomische Region von Cldn3. 
Schematisch dargestellt ist das Exon von Cldn3, die fünf Exons von Wbscr25 sowie die Lage der Exzisions-
bereiche loxP. Das fünfte Exon von Wbscr25 überlappt gegenläufig mit dem einzigen Exon von Cldn3. ( = 
Leserichtung, Ex = Exon). 
 
Da sich die Sequenzen des murinen Cldn3 und Wbscr25 überlappen, wird bei einer De-
letion von Cldn3 auch teilweise das fünfte Exon von Wbscr25 deletiert. Demzufolge stell-
te sich die Frage, ob der spätere Phänotyp nur von der Cldn3-Defizienz oder auch zu-
sätzlich durch die Deletion des letzten Wbcsr25 Exons beeinflusst wird. Da die 
Aufklärung der Cldn3-Funktion in der Niere im Vordergrund stand, wurde dort zuerst die 
mRNA-Expression des Wbscr25-Transkripts untersucht. Die Primer wurden in die Exons 
2 und 5 gelegt. Daraus resultierte ein Produkt einer Länge von 685 bp. Als Ausgangsma-
terial für die PCR wurden Nieren- und Hodengewebe verwendet. Testes wurde als Posi-
tivkontrolle gewählt, da alle in den Datenbanken aufgeführten bekannten Transkripte 
(AK017044; AK017130) aus diesem Gewebe stammen. Die Abb. 19 b zeigt, dass die 
Wbscr25 nicht in der Niere, wohl aber in Hoden exprimiert wird. Auch unter Einbezie-
hung anderer Gewebe in die Expressionsanalyse mittels qPCR (Abb. 19 a), konnte das 
Wbscr25 Transkript nur in Testes nachgewiesen werden, nicht in aber anderen Gewe-
ben.  
 
Abb. 19: Expressionsprofil von Wbscr25 in verschiedenen murinen Geweben.  
Abgebildet ist die Wbscr25 mRNA-Expression (a) in Gewebe von adulten Mäusen und murinen Embryos in 
unterschiedlichen Entwicklungsstadien. Die Untersuchung erfolgte mittels quantitativer PCR. (b) Gesondert 
ist die Expression des Wbscr25 Transkripts in Niere und Hoden dargestellt. Für diese klassische PCR wur-
den Wasser als Negativkontrolle und Actb als Positivkontrolle mitgeführt. 
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Weil die Expression von Wbscr25 in den untersuchten Geweben nur auf die Hoden be-
schränkt ist, konnte angenommen werden, dass das Defizit von Cldn3 den späteren 
Phänotyp bestimmen wird. Zudem stand die Technologie des konditionalen „Knockouts“ 
zur Verfügung, welche eine gewebe- oder entwicklungsspezifische Deletion von Cldn3 
zulässt.  
Abb. 20 stellt das im nachfolgenden beschriebene Konzept des Cldn3 Targeting-
konstrukts bildlich dar. Im Allgemeinen besteht ein Targetingvektor aus DNA-
Sequenzen, die homolog zu den manipulierenden Genombereichen sind. Über homolo-
ge Rekombination auf der Ebene der ES-Zellen kommt es dann zu einem Austausch 
einer gewünschten Genregion gegen eine manipulierte Genversion. Die Länge solcher 
Homologieregionen liegt etwa zwischen 3 und 15 kb. Zwischen diesen Sequenzen wer-
den die gewünschten Mutationen sowie Markergene, die zur positiven Selektion der ES-
Zellklone benötigt werden, eingebaut. Nach einer genauen Analyse der genomischen 
Region von Cldn3 wurde die Lage der späteren Homologiearme und der Exzisionsse-
quenzen loxP - FRT (1.3.1 und Abb. 6) bestimmt, sowie die geeigneten Restriktionssei-
ten und Sondenregionen für die Genotypisierung mittels Southern Blot lokalisiert. Durch 
den Abgleich mit den Datenbanken (siehe 3.2.12) wurde vermieden, dass diese funktio-
nellen Regionen in Bereichen von repetitiven Sequenzen und potenziellen Promotoren 
liegen. Das Targetingkonstrukt wurde so entworfen, dass vor dem Exon von Cldn3 eine 
loxP-Sequenz inklusive einer ScaI-Restriktionsschnittstelle eingebaut wurde. Die zusätz-
liche Restriktionsseite ermöglichte die Überprüfung der rekombinaten ES-Zellen aber 
auch der späteren Mauslinie im Southern Blot (3.2.5.6) hinsichtlich der eingebrachten 
Mutationen bzw. Deletion. Nach dem Exon wurde eine von FRT-Sequenzen flankierte 
Neomycin-Resistenz-Kassette (im Folgenden auch als Neo-Kassette bezeichnet) mit 
einer zweiten loxP-Exzisionsstelle eingefügt. Diese Neo-Kassette diente unter Einsatz 
von Geneticin (G418) zur Positivselektion in ES-Zellen. Die Wirkung des Antibiotikums 
beruht auf der Hemmung der Proteinbiosynthese in bakteriellen sowie eukaryontischen 
Zellen. Aufgrund dieser Zytotoxität konnten nur die ES-Zellen überleben, die das Targe-
tingkonstrukt inklusive der Neo-Kassette erfolgreich in ihrem Genom aufgenommen ha-
ben. Als Negativselektionsmarker wurde am Ende des rechten Homologiearms eine 
Thymidin-Kinase (HSV-tk)-Kassette eingeführt. Bei einer zufälligen Integration des Tar-
getingkonstrukts kommt es zur Expression der Thymidin-Kinase. Die virale Kinase ist 
nun in der Lage, das Virostatikum Ganciclovir zu phosphorylieren, worauf dieses als 
Nukleosidanalogon agieren kann. Befindet sich Ganciclovir im ES-Zellmedium, wird bei 
falsch integrierten Konstrukten die DNA-Replikation unterbunden. Die betreffenden Zel-
len sterben ab. 
Durch den Einbau der FRT-Sequenzen ist es möglich, die Neo-Kassette mittels der FLP-
Rekombinase zu entfernen. Übrig bleiben eine FRT-Sequenz und das mit den beiden 
loxP-Sequenzen flankierte Cldn3-Exon (floxed Allel). Letzteres bildet den Ausgangs-
punkt der konditionalen Cldn3 KO- Linie. 
Durch die Einfügung der loxP-Sequenzen 3’ und 5’ des Exons kann mittels der Cre-
Rekombinase das gesamte Zielgen entfernt werden. Das Cre/loxP-System erlaubt somit 
eine Deletion des Cldn3-Exons.  
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Dank der beiden indizierbaren Exzisionstechnologien ist es möglich, sowohl klassisch-
konventionelle als auch konditionale Cldn3-Defizienzmodelle zu generieren.  
Zur Erstellung des konditionalen KO-Vektors wurde die Methode des "Recombineerings" 
angewandt. Dieses System stützt sich auf die homologe Rekombination, welche durch 
die Red-Proteine des Phagen λ  vermittelt werden [116] [123]. So wurde ermöglicht, 
dass lineare doppelsträngige DNA-Fragmente (loxP- und FRT-Sequenzen sowie die 
Selektionsmarker) an die gewünschte Stelle in Plasmide oder BACs eingebaut werden, 
unabhängig von Restriktionsenzymen und Ligasen. Dazu wurden spezielle E. coli-
Stämme, SW105 und SW106, verwendet, die in der Lage sind, die Red-Gene exo, bet 
und gam nach einem kurzen Hitzeschock (42°C) zu exprimieren. Zusätzlich konnte man 
durch Zugabe von Arabinose in das Medium die Expression der Rekombinasen cre 
(SW106) oder flpe (SW105) induzieren. Mit Hilfe des Systems, das bereits ausführlich im 
Methodenteil unter Punkt 3.2.6 beschrieben wurde, ließ sich der Cldn3-Targetingvektor 
erfolgreich generieren.  
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Abb. 20: Zur Targetingstrategie des murinen Cldn3-Gens. 
Schematisch dargestellt ist die homologe Rekombination des linearisierten Cldn3-Targetingvektors mit dem 
genomischen Locus von Cldn3 in ES-Zellen. Korrekt getargete Allele tragen eine zusätzliche ScaI-
Restriktionsschnittstelle und zeigen im Southern Blot neben der 11 kb Wildtypbande eine 7 kb Bande. Allele, 
ohne „upstream“ loxP-Sequenz weisen dagegen eine 13 kb Bande auf. Mittels des Einsatzes einer FLP 
exprimierenden Mauslinie wird die Neo-Kassette entfernt (gefloxtes Allel). Im Southern Blot wird dies durch 
eine 5 kb Bande angezeigt. Schließlich wird durch die Cre vermittelte Rekombination Cldn3 deletiert. Im 
Southern Blot wird das KO-Allel durch eine 3 kb Bande markiert. Zur Vereinfachung wurde das überlappen-
de Wbscr25-Gen nicht dargestellt. Neo – Neomycin (Positivselektion); TK - Thymidin-Kinase (Negativselek-
tion); graue gestrichelte Doppelpfeile – Fragmentgrößen im Southern Blot 
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Auf die gleiche Weise wurde parallel zu dem KO-Vektor ein Testvektor zur PCR-
Optimierung für die Detektion von getargeten ES-Zellen erstellt, der eine gefloxte Neo-
mycin-Kassette und einen um 188 bp größeren rechten Homologiearm (XL-Bereich) 
besaß und folglich DNA-Sequenzen beinhaltete, die nur im rekombinierten Allel vorka-
men [167]. Es wurden PCR-Primer in die Neo-Kassette und in den XL-Bereich gelegt, 
was dazu führte, dass nur im Falle einer homologen Rekombination ein 1,66 kb großes 
DNA-Fragment amplifiziert wurde. Zur Etablierung der PCR wurden 10 und 1 fg Testvek-
tor bei unterschiedlichen "Annealing"-Temperaturen getestet (Abb. 21). Die Vektor-DNA 
wurde mit 1 ng ES-Zell-DNA versetzt, um die Bedingungen der späteren Analysen so 
nah wie möglich nachzustellen. Für die ausgewählte Primerkombination konnte auch 
noch bei 1 fg Vektor-DNA ein Produkt nachgewiesen werden. Die optimale "Annealing"-
Temperatur wurde bei 63,4°C festgestellt. Unter diesen Bedingungen wurde die PCR zur 
Detektion positiv getargeter ES-Zellklone eingesetzt (4.2.2). 
 
 
Abb. 21: Etablierung der PCR zur Detektion von getargeten ES-Zellen  
(a) Schematisch dargestellt ist der Testvektor zur PCR-Etablierung. Die homologen Bereiche sind als 
schwarze Balken dargestellt. Die Neomycin-Kassette (Neo) inklusive der Rekombinaseerkennungssequen-
zen loxP sowie FRT wurde in den Vektor PL253 eingefügt. Der Testvektor verfügt zusätzlich über eine DNA-
Sequenz (XL), hier als roter Balken abgebildet ist. Die Kombination von Primern in der Neo-Kassette und im 
XL-Bereich ergeben ein 1,66 kb großes DNA-Fragment. (b) Gradient-PCR zur Ermittlung der optimalen 
"Annealing"-Temperatur und Detektionsensitivität.  
 
4.2.2 Genetische Modifikation von ES-Zellen und Etablierung der Cldn3-
defizienten Mauslinie 
Im nächsten Schritt wurde der konditionale KO-Targetingvektor mittels Restriktionsen-
zym PmeI linearisiert und zur homologen Rekombination in 129S7/Sv ES-Zellen elektro-
poriert (3.2.7.1). Die Selektion der Transformanten erfolgte mit G418. In einem weiteren 
Ansatz wurde zwei Tage später zusätzlich das Virostatikum Ganciclovir (Ganc) in das 
Medium geben. Es wurden insgesamt 96 G418-resistente und 36 G418/Ganc-
unempfindliche ES-Zellkolonien isoliert. Alle 132 Klone wurden mittels der zuvor opti-
mierten PCR (siehe Abschnitt 4.2.1 und Abb. 21) getestet. Von den 96 G418-resistenten 
Klonen wiesen vier (4,7 %) das gewünschte 1,66 kb Amplikon auf. Bei den doppelt se-
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lektierten Kolonien konnte man bei drei Klonen das PCR-Produkt nachweisen. Mit 8,8% 
war die Rekombinationseffizienz im Doppelansatz an höchsten. Somit war in diesen sie-
ben Klonen das Targetingkonstrukt an der geplanten Stelle inseriert. Mit der PCR wurde 
das Vorhandensein der "downstream" Neo-Kassette nachgewiesen. 
Zur weiteren Überprüfung wurden die positiv getesteten ES-Zellklone mittels Southern 
Blot (3.2.5.6) analysiert. Da durch den Einbau der "upstream" loxP-Erkennungssequenz 
eine zusätzliche ScaI-Restriktionsstelle eingeführt wurde, zeigten homologe Rekombina-
ten im Southern Blot eine 11 kb (Wildtyp) und eine 7 kb (getargetes Allel) große Bande 
(siehe auch 4.2.1 und Abb. 20). Sechs der sieben Klone zeigten dieses spezifische 
Bandenmuster. Somit konnte auch hier die richtige Integrität der "upstream" loxP-
Sequenz nachgewiesen werden. Abb. 22 zeigt die Identifizierung und Verifizierung der 
homolog rekombinierten ES-Zellklone. 
 
 
Abb. 22: Identifizierung und Verifizierung der homolog rekombinierten ES-Zellklone  
(a) Identifizierung der Rekombinaten mittels PCR. Genomische ES-Zell-DNA aufgetragen auf 1% Agarose-
gel. Die Anwesenheit der "downstream" Neo-Kassette und die Integrität des Targetingkonstrukts konnte mit 
einem 1,66 kb großen Amplifikat nachgewiesen werden. Konnte kein Produkt detektiert werden, fand keine 
homologe Rekombination statt (A1). + = Positivkontrolle: Testvektor mit XL Bereich 10 fg; H2O = Negativkon-
trolle (b) Verifizierung der Rekombinaten mittels Southern Blot-Analyse unter Verwendung einer externen 3' 
Sonde nach einem ScaI-Verdau. Positive Zellen weisen zwei Banden (11 und 7 kb) auf. Die Klone A8, C9, 
B4 und G6 (schwarze Pfeilspitzen) wurden für die Blastozysteninjektion verwendet. Die Lage der Sonde und 
der Restriktionsstellen ist in der Abb. 20 gezeigt. 
 
Zunächst wurden zwei der rekombinaten ES-Zellklone A6 und C9 weiter kultiviert und für 
die Blastozysteninjektion verwendet. Nach der Blastozysteninjektion und Reimplantation 
in pseudoträchtige Ammentiere wurden insgesamt 24 chimäre Jungtiere geboren und 
aufgezogen. Die Chimäre wurden im Folgenden mit C57Bl/6N Mäusen verpaart, um die 
Keimbahngängigkeit der Manipulation zu überprüfen. Es zeigte sich, dass nur die Nach-
kommen der C9 abgeleiteten chimären Mäuse keimbahngängig waren. Da es für die 
Verifizierung des Phänotyps der späteren defizienten Mauslinie oftmals notwendig ist, 
eine zweite Linie als Referenz mitzuführen, wurden weitere Blastozysteninjektion vorge-
nommen. Die Injektion des rekombinaten ES-Zellklons B4 war nicht erfolgreich, da alle 
geborenen Jungtiere starben. Erst die Injektion des Klons G9 erbrachte drei chimäre 
Jungtiere, die nach Verpaarung mit C57Bl/6N Mäusen getargete Nachkommen erzeug-
ten. Es fand eine Keimbahntransmission statt. Die Tab. 15 zeigt zusammenfassend die 
Ergebnisse der Blastozysteninjektionen und die daraus resultierenden Nachkommen. 
Die im nachfolgenden beschriebenen Ergebnisse beruhen auf der Mauslinie, die aus 
dem ES-Zellklon C9 generiert wurde. Offizieller Name dieser Linie lautet B6.129S7-
Cldn3tm1. 
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MDC A8 23* 12 12 (11) nein 
 C9 28* 12 12 (10) ja 
FEM B4 133† 6 - - 
  G9 197‡ 6 3 (2) ja 
* pro Ammentier;  † verteilt auf acht Ammentieren,  ‡ verteilt auf zehn Ammentieren 
 
Nach der Verpaarung der Chimären mit Wildtypmäusen des Stamms C57Bl/6N wurde 
ein Teil der Nachkommen der F1-Generation, zur Generierung einer konventionellen 
Mauslinie, mit Cre-transgenen Mäusen verpaart. Diese Mauslinie ist in der Lage cre in 
allen Geweben zu exprimieren [114]. Durch die Anwesenheit der Rekombinase kommt 
es im getargeten Allel zu einer Exzision des Bereichs zwischen den beiden loxP-
Erkennungssequenzen. Nach erfolgreicher Einkreuzung von Cre liegt nur noch eine in-
takte Kopie Cldn3 vor. Zur Minimierung des 129S7/Sv Hintergrundes wurden die hetero-
zygoten Tiere mit C57Bl/6N Mäusen rückverpaart. Zur Erzeugung Cldn3-defizienter Tie-
re wurden zwei heterozygote Mäuse miteinander verpaart (Abb. 23). In den 
Tierversuchen wurden die Wildtypgeschwister als Referenz benutzt. 
 
Abb. 23: Verpaarungsschema zur Generierung von Cldn3-defizienten Mauslinien  
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Zur Erzeugung von zeit- und/oder gewebespezifischen KO-Stämmen wurde ein Teil der 
getargeten F1-Generation mit FLP-transgenen Mäusen verpaart. Diese Linie exprimiert 
die Rekombinase flp unter der Kontrolle eines ubiquitären Promotors [174]. Bei Anwe-
senheit von FLP wird die gefloxte Neo-Kassette entfernt, wobei Cldn3 intakt bleibt. Cldn3 
liegt nun zwischen zwei loxP-Seiten. Werden diese heterozygoten Mäuse miteinander 
verpaart, so erhält man homozygot gefloxte Tiere; die Ausgangsbasis für weitere Ver-
paarungen mit Cre-exprimierenden (entwicklungs- und/oder gewebeabhängig) Mausli-
nien zur Generierung konditionaler KO-Stämme. In der vorliegenden Arbeit wurde wegen 
des zeitlichen Aufwand auf die Erzeugung solcher Mauslinien verzichtet. Die Spermien 




4.3 Genotypische Analyse der Cldn3-defizienten Mauslinie 
4.3.1 Nachweis der Cldn3-Defizienz auf genomischer Ebene 
Der Nachweis der genetischen Manipulation im Cldn3-Genlocus wurde mittels Southern 
Blot erbracht. Dazu wurde genomische DNA aus Gewebebiopsien (3.2.3.2) gewonnen 
und mit dem Restriktionsenzym ScaI verdaut (3.2.5.1). Unter Verwendung der 3' Sonde 
zeigte sich je nach Genotyp ein spezifisches Bandenmuster. Nur die manipulierten 
Nachkommen tragen eine zusätzliche ScaI-Schnittstelle und weisen somit ein veränder-
tes Muster auf. Die Abb. 20 stellt die vorhergesagten Größen bildlich dar. Wildtypallele 
zeigen eine 11 kb große Bande, getargete Allele dagegen nur ein 7 kb großes Fragment. 
Kommt die FLP-Rekombinase zum Einsatz, ist das Fragment 5 kb groß. Durch eine Cre-
vermittelte Rekombination wird Cldn3 deletiert. Im Southern Blot wird diese durch eine 3 
kb große Bande sichtbar. Dieses Arrangement erlaubt somit die Unterscheidung der ver-
schiedenen Allelzustände und dient als Nachweis der Deletion des Cldn3-Exons. Alle 
Allelvarianten konnten im Southern Blot detektiert werden (Abb. 24 a).  
Für die Routinegenotypisierung der Tiere wurden zwei Multiplex-PCR etabliert. Wobei je 
drei Primer in einem PCR-Ansatz gegeben wurden, mit dem Ziel, dass je nach Allelprä-
senz ein Produkt spezifischer Größe amplifiziert wird. Die genomische DNA wurde mit-
tels der HotSHOT-Präparationsmethode aus Schwanzbiopsien bzw. Gewebereste aus 
Ohrlochstanzungen isoliert (3.2.3.2). Mit der PCR 1 (Abb. 24 b) konnte die Anwesenheit 
der ersten loxP-Erkennungssequenz nachgewiesen werden. Auf diese Weise ließen sich 
das KO-Allel von dem Wildtypallel unterscheiden. Eine Unterscheidung von gefloxten 
und getargeten Zustand war hiermit nicht möglich. Dazu wurde die PCR 2 (Abb. 24 c) 
entwickelt, die es ermöglichte, die Gegenwart der gefloxten Neo-Kassette aufzuzeigen 
(konditionale Linie). Alle detektierten Fragmentgrößen stimmten mit den vorausgesagten 
Größen überein. Die Cre- und FLP-transgenen Tiere wurden in gesonderten PCR getes-
tet (siehe 6.2). 
Die Deletion von Cldn3 auf genomischer Ebene konnte per Southern Blot und per PCR 
nachgewiesen werden. 
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Abb. 24: Expressionsanalysen auf genomischer Ebene  
(a) Zur Verifizierung der murinen Genotypen wurde ein Southern Blot durchgeführt. Der Blot zeigt die ver-
schiedenen DNA-Fragmentgrößen nach einem Restriktionsverdau mit ScaI. K − Positivkontrolle: genomi-
sche DNA vom ES-Zellklon G9 (b) Genotypisierungs-PCR 1 zum Nachweis der "upstream" loxP-Seite. Un-
terscheidung von Wildtyp- und KO Allel. (c) Genotypisierungs-PCR 2 zur Unterscheidung des gefloxten und 
getargeten Zustandes. Pfeile markieren die Lage der eingesetzten Primer. Rote Pfeile zeigen die für das 
Produkt verantwortlichen Primer an.  
 
4.3.2 Nachweis der Cldn3-Defizienz auf Transkriptionsebene 
Zur Expressionsanalyse des Cldn3-Gens auf Transkriptionsebene wurde eine PCR 
durchgeführt. Ausgangsmaterial hierfür war cDNA, gewonnen aus murinen Nieren, Le-
bern, Lungen und Darmabschnitten. Die Abb. 25 zeigt, dass bei den Wildtyp Mäusen 
das Cldn3-Transkript vorliegt, jedoch bei den KO-Tieren deletiert ist.  
 
 
Abb. 25: Expressionsanalysen auf transkriptioneller Ebene  
Die isolierte RNA aus Cldn3(+/+) und Cldn3(-/-) Tieren wurde mittels der Reversen Transkriptase in cDNA 
umgeschrieben und mit spezifischen Primern amplifiziert. Da die Primer im Cldn3-Exon binden, entsteht nur 
bei den Cldn3(+/+) Tieren ein 319 bp großes Fragment. Zur Qualitätskontrolle wurde das Gapdh-Transkript 
("Housekeeper" Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase, 307 bp) amplifiziert. Um auszuschließen, 
dass in der cDNA Kontaminationen mit gemonischer DNA vorlagen, wurde in einem parallelen Probenan-
satz bei der Probengenerierung die Reverse Transkriptase (RT-) weggelassen. Die RT- Proben zeigen 
keine Amplifikate. 
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4.3.3 Nachweis der CLDN3-Defizienz auf Proteinebene 
Der Nachweis für die CLDN3-Defizienz auf der Proteinebene wurde mittels Western 
Blots und Immunofluoreszenzfärbungen (IF) untersucht. Im CLDN3 Immunoblot wurde in 
verschiedenen Organen bei den Wildtyptieren eine 19 kDa Bande detektiert, die jedoch 
bei den KO-Geschwistertieren nicht nachgewiesen werden konnte (Abb. 26 a). Die im-
munohistologische Fluoreszenzfärbung erfolgte an Lebergewebeschnitten. 
Bei den Cldn3(+/+) Tieren war Claudin-3 vorwiegend membranständig in den Hepatozyten 
exprimiert, während in den KO-Tieren die Abwesenheit von CLDN3 bestätigt werden 
konnte (Abb. 26 b). 
 
 
Abb. 26: Expressionsanalysen auf Proteinebene  
(a) Dargestellt sind Western Blots von Claudin-3 exprimierenden Geweben (Leber und Niere). Es wurden 10 
µg Gesamtprotein aufgetragen. Claudin-3 konnte in den untersuchten Geweben der Cldn3(-/-) Mäuse nicht 
detektiert werden. n=3 (b) Immunofluoreszenzfärbungen muriner Leberschnitte von Cldn3(+/+) und Cldn3(-/-) 
Tieren. Claudin-3 ist im KO-Gewebe und im Kontrollschnitt (Wildtypgewebe ohne Inkubation mit dem primä-
ren Antikörper) nicht nachweisbar. n=3 (Vergrößerung 20x) 
 
Zusammenfassend konnte ein Claudin-3-defizientes Mausmodell erfolgreich generiert 
werden. Die genetische Manipulation konnte auf genomischer Ebene mittels Southern 
Blot und PCR nachgewiesen werden. Ebenso konnte die daraus resultierende Verände-
rung des Genprodukts auf Transkription- (Reverse Transkriptase PCR) und Translation-
sebene (Western Blot und IHC) gezeigt werden. Die phänotypischen Konsequenzen, die 
die Deletion von CLDN3 im murinen Organismus nach sich ziehen, werden in den 
nächsten Abschnitten näher beschrieben.  
 
 
4.4 Phänotypische Analyse der Cldn3-defizienten Mauslinie 
4.4.1 Genotypverteilung 
Für die Tierversuche wurden heterozygote Mäuse (ein Männchen mit zwei Weibchen) 
der F1, F2 bzw. F5 Generation miteinander verpaart. Vier Wochen nach der Geburt wur-
den die Tiere genotypisiert. Der Anteil der Wildtyptiere lag bei 28 %, der der heterozygo-
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ten Tiere bei 50 % und der der homozygoten Tiere bei 21 %. Es erreichten weniger 
Cldn3(-/-) Mäuse das Alter von 4 Wochen als Cldn3(+/+) Tiere (Chi-Quadrat-
Anpassungstest p<0,05). Die Genotypverteilung der Nachkommen aus den heterozygo-
ten Verpaarungen entspricht nicht der zweiten Mendelschen Regel (Spaltungsregel 
1:2:1). Da aber in den ersten vier Lebenswochen keine erhöhte Sterblichkeit beobachtet 
wurde, ist anzunehmen, dass bereits vorab weniger KO-Tiere geboren werden.  
Im Schnitt waren die Geschlechter gleich verteilt (Chi-Quadrat-Anpassungstest p>0,05). 
Eine Abhängigkeit von Genotypverteilung und vom Geschlecht konnte nicht gezeigt wer-
den (Chi-Quadrat-Unabhängigkeitstest p>0,05 - siehe auch Anhang 6.3).  
 
 
Abb. 27: Genotypverteilung  
Abgebildet ist die Genotypverteilung vier Wochen alter Mäuse; die aus heterozyogten Verpaarungen stam-
men. Es erreichten weniger Cldn3(-/-) Tiere als Cldn3(+/+) Tiere das Alter von vier Wochen. Die erwartete Auf-
spaltung der Genotypen entspricht nicht der zweiten Regel nach Mendel  1:2:1 (*p<0,05 Chi-Quadrat-
Anpassungstest) 
 
4.4.2 Vitalität und Fertilität  
Die Cldn3(-/-) Mäuse sind lebensfähig und weisen keine augenscheinlichen Unterschiede 
in der Größe und der Entwicklung zu ihren Wildtypwurfgeschwistern auf. Es konnten 
keine signifikanten Unterschiede im Gewicht (Anhang 6.4) festgestellt werden. Durch 
Verpaarungen der Cldn3(-/-) Männchen mit Wildtypweibchen und umgekehrt konnte ge-
zeigt, werden das Claudin-3-defiziente Männchen wie Weibchen fertil sind. Auch die 
Lebensspanne der Cldn3(-/-) Mäuse unterscheidet sich gegenüber den Wildtypwurfge-
schwistern nicht (Untersuchungszeitraum: 1,5 Jahre). 
 
4.4.3 Histologie und Morphometrie 
Um sich mikroskopisch ein Bild von den Auswirkungen der Claudin-3-Defizienz zu ma-
chen, wurden Gewebeschnitte der Organe, in denen eine hohe Cldn3-Expression identi-
fiziert worden war (siehe Punkt 4.1.2), mittels Hämatoxylin-Eosin (siehe Punkt 3.2.10.2) 
angefärbt. Es wurden Cldn3(+/+) und Cldn3(-/-) Mäuse verschiedener Altersgruppen ver-
wendet. Organschnitte von Leber, Lunge, Niere und den Darmbereichen Ileum/Jejunum 
Ergebnisse                     78 
acht Wochen alter Cldn3(-/-) Tiere weisen zu Cldn3(+/+) Mäusen keine Unterschiede auf 
(n=4). Gleiches wurde für 19 und 26 Wochen alte Tiere beobachtet (n=2). Insgsamt wa-
ren die untersuchten Gewebe der 8, 19 und 26 Wochen alten Wildtyp- und KO-Mäuse 
histologisch unauffällig. Da Claudin-3 auch im Colon stark exprimiert wird, wurden Colo-
nabschnitte von 19 Wochen alten Tiere histologisch unter dem Aspekt von Schleimhaut-
veränderungen untersucht (AG Fromm, Institut für Klinische Physiologie). Hierzu wurden 
Paraffinschnitte des Colons mittels Hämatoxylin-Eosin gefärbt. Die Tiefe der Krypten 
wurde anschließend unter dem Mikroskop vermessen (Morphometrie 3.2.10.2). Die mitt-
lere Kryptenlänge der Cldn3(+/+) Mäuse lag bei 128,1 µm und bei den Cldn3(-/-) Mäusen 
bei 132,6 µm (Abb. 28 a). Die Tiefe der Krypten des Wildtyp Colons unterscheidet sich 
nicht signifikant von den Colons der KO-Tiere. Es konnten auch keine anderen histologi-
schen Veränderungen des Colons beobachtet werden (Abb. 28 b und c). 
 
 
Abb. 28: Messung der Colon-Kryptentiefe 19 Wochen alter Mäuse 
(a) Die morphometrische Auswertung der Colon-Kryptentiefe zeigte keinen signifikanten Unterschied zwi-
schen den Cldn3(+/+) und Cldn3(-/-) Tieren (19 Wochen alt, n = 4). Histologisch sind in den Colons der 
Cldn3(+/+) (b) und Cldn3(-/-) (c) Mäusen keine Auffälligkeiten zu beobachten (Vergrößerung 20x).  
 
In den Hämatoxylin-Eosin gefärbten Schnitten von älteren Tieren (> 1 Jahr) aus unter-
schiedlichen Bereichen der Speicheldrüse, Lunge, Leber, Niere, Pankreas und Dünn-
darm konnten auffällige, oftmals follikelähnliche Ansammlungen von Zellen, die ins Ge-
weben eingewandert sind, identifiziert werden. Diese Infiltrationen waren häufig in der 
unmittelbaren Nähe von Blutgefäßen lokalisiert (Abb. 29). Wurden die Zellinfiltrate mit 
Hilfe eines Scores (0 = kein bis ein Infiltrat; 1 = zwei Infiltrate; 2 = drei und mehr Infiltrate 
pro Organschnitt) ausgezählt, so zeigt sich, den Dünndarm ausgenommen, eine erhöhte 
Infiltratrate bei den Cldn3(-/-) Tieren. Eine signifikant erhöhte Infiltratanzahl konnte somit 
in der Speicheldrüse, Leber und Niere identifiziert werden. Zusätzlich erschienen die 
zellulären Einwanderungen der KO-Mäuse in den Organschnitten größer als bei den 
Kontrolltieren. Allerdings wurde die Infiltrategröße mit dem Score nicht erfasst. Im Ge-
gensatz zu den anderen Organen wurden im Herz und im Colon keine oder nur sehr 
geringe Ansammlungen von Zellen beobachtet. Die Daten hierzu befinden sich Anhang. 
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Abb. 29: Infiltrat - Score und histologische Schnitte verschiedener Organe 
Die mit Hämatoxylin-Eosin gefärbten Paraffinschnitte wurden unter einem Lichtmikroskop blind ausgewertet. 
Das Ausmaß der Infiltrat-Einwanderung wurde wie folgt erfasst: keine bis eine Ansammlung von Zellen im 
Gewebe = 0, zwei Infiltrate im Gewebe = 1, drei und mehr Infiltrate im Gewebe = 2. Zusammengefasst sind 
die Daten in einem Diagramm. Der Querbalken markiert den Mittelwert. Die Bilder unter den Diagrammen 
zeigen beispielhaft das Erscheinungsbild der Infiltrate (Pfeile) in den jeweiligen Organen. Oftmals liegen 
diese in der unmittelbaren Nähe zu Blutgefäßen. In Speicheldrüse, Leber und Niere der Cldn3(-/-) Mäuse ist 
die Zahl der zellulären Infiltrate signifikant erhöht (Student's t-Test). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001,Vergröße-
rung 10x 
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Um die Infiltrate weiter zu spezifizieren, wurden immunohistologische Färbungen von 
Leber und Speicheldrüsen von Cldn3 KO-Mäusen durchgeführt (Dr. Birgit Rudolf, Institut 
für Pathologie, Charité). Aufgrund der Histologie der Zelleinwanderungen war anzuneh-
men, dass es sich um Immunzellen handelt könnte. Zur Charakterisierung wurde daher 
die Expression der Markerproteine Ki-67 (Proliferation), B220 (B-Zellen) und CD3 (T-
Zellen) untersucht.  
Ki-67, ein nukleäres Protein, wird nur in den aktiven Phasen des Zellzyklus exprimiert. In 
der Ruhephase G0 ist es nicht nachweisbar [175] [176]. Dieser Biomarker kann zur Iden-
tifizierung von Tumorzellproliferation eingesetzt [177] werden. In vorliegenden Fall zeigte 
sich, dass sich etwa 20 bis 30% der filtrierten Zellen im aktiven Zellzyklus befanden. Die 
Färbungen waren über das gesamte Infiltrat verteilt (Abb. 30).  
 
 
Abb. 30: Immunoenzymatische Färbung der Infiltrate in Leber und Speicheldrüse 
Immunoenzymatische Färbung der Leber (rechts) und der Speicheldrüse (links). Die dargestellten Organe 
stammen aus Cldn3(-/-) Mäusen. In den Infiltraten konnten die Expression der Markerproteine CD3, B220 
und Ki-67 nachgewiesen werden. Eine Gegenfärbung zur Visualisierung der Gewebestrukturen erfolgte mit 
Hämatoxylin. Vergrößerung 10x 
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Des Weiteren wurden die Gewebeschnitte von Leber und Speicheldrüse mit B220 (auch 
CD45R - "Cluster of Differentiation"), einer Transmembran-Tyrosinphosphatase, welche 
überwiegend auf B-Zellen; aber auch auf einigen T-Zell-Subsets exprimiert wird [178] 
[179]. In den Präparaten von den KO-Tieren waren nahezu 50% der Zellen in den In-
filtraten B220-positiv. In Leber- und Speicheldrüseinfiltraten waren die B220-positiven B-
Zellen gleich verteilt (Abb. 30). 
Zudem wurden die Schnitte einer Färbung mit dem Antikörper gegen CD3, einem Marker 
für normale und neoplastischen T-Zellen [180], unterzogen. Die Untersuchung der CD3-
Expression in den Infiltraten zeigte, dass etwa die Hälfte der Zellen CD3 positiv (CD3+) 
sind. Die CD3+ Zellen in der Leber waren gleichmäßig über das ganze Infiltrat verteilt. In 
der Speicheldrüse waren die CD3+ Zellen an einigen Stellen stark konzentriert. (Abb. 
30). 
Aus dem Expressionsmuster der drei Markerproteine kann geschlossen werden, dass es 
sich bei den Infiltraten in den Organen der Cldn3(-/-) Tiere um CD3+ und B220+ Lympho-
zyten handelt, die sich zum Teil im Zustand der aktiven Zellteilung befinden. Diese Zell-
einwanderungen können folglich als lymphatische Infiltrate bezeichnet werden, die zum 
größten Teil perivaskulär lokalisiert sind und eine follikelähnliche Struktur aufweisen. 
 
4.4.4 Untersuchungen zur renalen Funktion 
Elektrolyte 
Zur Analyse des renalen Ionenhaushalts wurde der Elektrolytgehalt von Urin und Serum 
acht Wochen alter Mäuse bestimmt. In den durchgeführten Messungen unterscheiden 
sich die Cldn3(-/-) Tiere nicht signifikant von ihren Wildtyp- und heterozygoten Wurfge-
schwistern hinsichtlich Natrium, Chlorid, Kalium, Phosphat, Magnesium, Kalzium im Urin 
und Serum (Anhang 6.4). Die renale Ionenhomoöstase wird durch den Verlust von Clau-
din-3 nicht beeinflusst. Die über 17 Stunden gesammelten Urinvolumina waren in allen 
Gruppen nahezu gleich.  
 
pH 
Claudin-3-defiziente Tiere wiesen einen signifikant erhöhten Urin pH-Wert (Abb. 31 b) 
auf. Der pH-Wert des Serums dagegen war in den KO-Tieren im Vergleich zu den Kon-
trollgruppen unverändert (Abb. 31 a). Die Ergebnisse deuten an, dass es in den Nieren 
der Cldn3(-/-) Mäuse zu einer Veränderung des Säure-Base-Haushalts kommt.  
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Abb. 31: Gemessene pH-Werte im Urin und Serum 
Abgebildet sind die Urin (a) und Serum (b) pH-Werte von Cldn3(+/+) und Cldn3(-/-) Tieren. Der Urin-pH war in 
den Cldn3(-/-) Tieren erhöht. Der Serum-pH zeigt keinerlei Veränderungen. Die Mittelwerte sind als waage-
rechte Linien dargestellt (n = 11-14). **p<0,01 
 
4.4.5 Hepatologische Parameter 
Es konnte gezeigt werden, dass Claudin-3 in der Leber relativ hoch exprimiert wird, da-
her wurden die Cldn3(-/-) Tiere bezüglich ihrer hepatologischen Funktion untersucht. Da-
zu wurden im Serum die Leber-spezifischen Parameter Alanin-Aminotransferase (ALAT) 
und Aspartat-Aminotransferase (ASAT), sowie zusätzlich die alkalische Phosphotase 
(AP) gemessen. Als weiterer Parameter sollte die Konzentration an γ-GT (Gamma-
Glutamyltransferase) im Serum bestimmt werden. Dies war jedoch nicht möglich, da der 
γ-GT Spiegel der Maus unter dem Messbereich des Analysegerätes lag. Zur Untersu-
chung der Pankreasfunktion wurde der Lipasespiegel untersucht.  
In den vorherigen histologischen Untersuchungen konnten lymphatische Infiltrate unter 
anderem in der Leber und im Pankreas älterer Cldn3 KO-Mäuse beobachtet werden 
(unter Punkt 4.4.3), daher wurden die Seren von Tieren verschiedener Altersgruppen 
gesammelt. Jedoch zeigten die 8, 19 und 26 Wochen alten Claudin-3 KO-Tiere im Ver-
gleich zu ihren Wildtypgeschwistern in allen genannten Parametern keine signifikanten 
Unterschiede (Anhang 6.4). Die untersuchten Parameter weisen in den Cldn3(-/-) Mäusen 
weder auf Störungen der Leber- noch Pankreasfunktion hin. 
 
4.4.6 Analyse der elektrophysiologischen Parameter am Colon mittels Us-
sing-Kammer 
Um die Auswirkung der Claudin-3-Defizienz auf die Permeabilität der Tight Junction (TJ) 
im Darmepithel zu studieren, wurden Colon mit biophysikalischen Methoden untersucht. 
Die Tiere waren zum Zeitpunkt der Analyse 19 Wochen alt. Die Experimente wurden in 
Kooperation mit der AG Fromm (Dr. Susanne Milatz, Institut für Klinische Physiologie, 
Charité) durchgeführt 
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4.4.6.1 Effekte auf epitheliale und subepitheliale Widerstände 
Der transepitheliale Widerstand (Rt), ein grober Indikator für die Ionenpermeabilität der 
TJ, wurde mittels der Ussing-Kammer bestimmt. Zwischen den KO-Tieren und den Kon-
trolltieren konnten im Colon keine Unterschiede aufgezeichnet werden. Jedoch kann 
man mit dem Rt nur eine grobe Aussage über die spezifische Funktion der TJ treffen, 
denn bei den Messungen wird nicht zwischen den einzelnen Komponenten des Epithels 
unterscheiden. In einigen Fällen, insbesondere bei Messungen an nativen Epithelien, ist 
es möglich, dass sich der subepitheliale (zum Beispiel: verstärkte Zellteilungen im Sube-
pithel erhöht den Widerstand) und der epitheliale (zum Beispiel: sinkender Widerstand 
aufgrund eines Defekts in der TJ-Barriere) Widerstand kompensieren und der daraus 
resultierende Gesamtwiderstand unverändert zur Ausgangssituation bleibt [181]. Mit 
Hilfe der Impedanzspektroskopie ist man in den Lage, zwischen epithelialem (Repi) und 
subepithelialem Widerstand (Rsub) zu unterscheiden. Bei Geweben reflektiert der Repi die 
Impedanzeigenschaften des Epithels, während der Rsub nicht-epitheliale Gewebe wider-
spiegelt. Im Colon der Cldn3(-/-)Tiere konnten im Vergleich zu den Wildtypwurfgeschwis-
tern keine Unterschiede in den epithelialen und subepithelialen Widerständen festge-
stellt werden (Abb. 32). Die gewonnenen Daten zeigen, dass die Abwesenheit von 
Claudin-3 zu keiner Veränderung der TJ-Permeabilität im Colon führt. Rt sowie die Repi 
und Rsub verändern sich in den Cldn3(-/-) Mäusen nicht. 
 
Abb. 32: Transepithelialer Widerstand und Ein-Wege-Impedanzspektroskopie  
Elektrophysiologische Untersuchung des Colonepithels. Der transepitheliale Widerstand Rt (a) wird durch die 
Abwesenheit von Claudin-3 nicht beeinflusst (n = 4; 3). Auch der subepitheliale Rsub und epitheliale Wider-
stand Repi (b) ist in den Cldn3(-/-) Tieren in Vergleich zu den Kontrolltieren unverändert (n = 4; 3).  
 
4.4.6.2 Analyse der Natrium- und Chloridpermeabilität 
Wird ein Ionengradient über ein Epithel gelegt, so kann die Ionenselektivität des Epithels 
durch das Dilutionspotential bestimmt werden. Daten aus in vitro Überexpressionsexpe-
rimenten zeigen, dass Claudin-3 eine abdichtende Funktion besitzt. Die Durchlässigkeit 
für die einwertigen Ionen Natrium und Chlorid war herabgesetzt [85].Um die Ionenper-
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meabilitäten für Natrium (PNa) und Chlorid (PCl) im Colonepithel der KO-Tiere zu untersu-
chen, wurden beide Ionen isoosmotisch auf der apikalen Seite durch Mannitol ersetzt 
[181]. Der Transfer seinerseits löste eine Ionenbewegung aus, wobei sich eine Potenti-
aldifferenz einstellt, anhand derer mittels der Goldman-Hodgkin-Katz-Gleichung (Glei-
chung siehe Punkt 3.2.11.2) das Verhältnis der Permeabilitäten von Natrium und Chlorid 
bestimmt werden kann. Die Befunde zeigen, dass sich im Colon der Claudin-3-
defizienten Tieren in Vergleich zu den Kontrolltieren die Permeabilität für Na+ und Cl- 
nicht signifikant verändert. Die Claudin-3-Defizienz hat in diesem Darmabschnitt somit 
keinen Einfluss auf die parazelluläre Resorption dieser monovalenten Ionen. Durch das 
Ratio PNa/PCl kann eine Aussage zur Ladungsselektivität eines Epithels gemacht werden. 
In dem vorliegenden Fall nahm die Kationenselektivität in den Cldn3(-/-) Darmabschnitten 
leicht ab. Jedoch liegt hier keine Signifikanz vor (Abb. 33).  
Da in den vorherigen Widerstandsmessungen ebenfalls keine Unterschiede in den Clau-
din-3 KO-Mäusen aufgezeigt werden, passt dieses Ergebnis gut in das Gesamtbild. 
Deshalb wurde auf weitere Untersuchungen zur Permeabilität anderer Anionen oder 
Kationen verzichtet.  
 
Abb. 33: Permeabilitäten für Natrium - Chlorid und die Ladungsselektivität  
(a) Im Colon führt die Abwesenheit von Claudin-3 zu keiner Veränderung in den Permeabilitäten für Natrium 
und Chlorid. (b) Das Verhältnis PNa/PCl, welches Auskunft über die Ladungsselektivität gibt, verändert sich in 
den Claudin-3 KO-Tieren im Vergleich zu den Wildtypkontrollen nicht. Die Defizienz von Claudin-3 hat kei-
nen Einfluss auf die Ladungsselektivität. (n = 4; 3)  
 
4.4.6.3 Messung der Permeabilitäten für parazelluläre Größenmarker 
Um zu untersuchen, ob der Claudin-3 Verlust im Colon einen Effekt auf die parazelluläre 
Durchlässigkeit größerer ungeladener Moleküle hat, wurden Fluxmessungen mit den 
Größenmarkern Fluoreszein (332 Da) und FITC-Dextran 4000 (FD-4, 4000 Da) durchge-
führt. Ingesamt waren die Tight Junctions der analysierten Tiere für größere Moleküle 
deutlich weniger durchlässig als für die Natrium- und Chlorid-Ionen, wobei die Permeabi-
lität für FD-4 und Fluoreszein im gleichen Bereich lag. Die Defizienz von Claudin-3 führte 
im Colon zu keiner signifikanten Veränderung der Permeabilität für Fluoreszein. Der 
Durchtritt des größeren Moleküls FD-4 war in den Wildtyptieren im Vergleich zu den KO-
Mäusen durch eine leichte Abnahme gekennzeichnet. Dieser Unterschied war jedoch 
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nicht signifikant. Die Abwesenheit von Claudin-3 im Colon führte weder zu einer Zu- 
noch Abnahme der Permeabilitäten für Moleküle der Größe 332 und 4000 Da. 
 
Abb. 34: Fluxe ungeladener parazellulärer Größenmarker: FITC-dextran / Fluoreszein 
Die Permeabilitäten für FITC-Dextran (4 kDa) und Fluoreszein (332 Da) im Colonepithel der Cldn3(+/+) und 
Cldn3(-/-) Tiere: Die Abwesenheit von Claudin-3 im Colon führte zu keinen veränderten Permeabilitäten für 
größere, ungeladene Moleküle. (FD-4 n = 3; 5 und Fluoreszein n = 2)  
 
4.4.7 Transkritomanalysen 
Zur Überprüfung der Rolle von Claudin-3 im Mausorganismus wurden Transkriptomana-
lysen durchgeführt. Bei der Überlegung, welche Organe für eine solche Analyse in Frage 
kommen, wurde zwei Dinge berücksichtigt: die Expression von Claudin-3 (4.1.2) und die 
Relevanz der Organe für den Organismus. Daher wurden Leber, Lunge, Niere und der 
Darmabschnitt Ileum/Jejunum (im Folgenden als auch Dünndarm benannt) ausgewählt. 
Für das Assay wurden die genannten Organe von 8 Wochen alten Männchen verwendet 
(Cldn3(-/-) n=7; Cldn3(+/+) n=4) und mittels Illumina-Microarraychips analysiert. Es konnten 
in der Niere 15.334, in der Leber 11.564, in der Lunge 17.415 und im Darm 15.217 
Transkripte detektiert (p<0,05) werden. Nach Eingrenzung der Transkriptanzahl (wie 
unter 3.2.5.5 beschrieben) waren in der Niere insgesamt 217 und in der Leber 1.024 
detektierte Transkripte reguliert. Der Darmabschnitt war mit 88 detektierbaren Transkrip-
ten am wenigsten reguliert. Die Lunge kam auf 127 regulierte Transkripte. Eine Über-
sicht über die regulierten Transkripte bietet die Abb. 35. Der Mangel an Claudin-3 zeigt 
auf der Transkriptionsebene den größten Effekt in der Leber. Die Niere, Lunge und der 
Darmabschnitt Illeum/Jejunum weisen dagegen eine geringere Veränderung der Genre-
gulation auf.  
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Abb. 35: Transkriptomanalyse - Cldn3(+/+) vs. Cldn3(-/-): Anzahl der regulierten Transkripte 
Die Abbildung (a) gibt die Gesamtanzahl aller detektierbaren Transkripte und die der signifikant regulierten 
Transkripte an. Das Diagramm (b) stellt letztere visuell dar: Die Werte der detektierbaren Transkripte wurden 
innerhalb der Gruppen als Mittelwert zusammengefasst. War die Irrtumwahrscheinlichkeit größer 0,05 so 
wurden diese Werte ausgegrenzt. Mit den verbleibenden Daten wurde das Verhältnis Wildtyp gegen Knock-
out berechnet. Werte zwischen 1,2 und 0,8 galten als nicht reguliert und wurden vernachlässigt. Die höchste 
Anzahl von signifikant, regulierten Transkripten zwischen Cldn3(-/-) und Cldn3(+/+) Tieren wies die Leber auf. 
Darm = Dünndarm 
 
Um in den Organen einzelne Gene zu identifizieren, die aufgrund der Defizienz von 
Cldn3 eine starke Regulierung erfahren, wurde die statistische Signifikanz (negativer 
Logarithmus zur Basis 10) gegen den Logarithmus zur Basis 2 des Ratios der Expressi-
onwerte aufgetragen. Die Datenpunkte, die im sogenannten Vulcano-Plot in den oberen 
Bereichen weit rechts oder links außen liegen, repräsentieren interessante Gene, die 
sowohl ein großes Ratio als auch ein hohes Signifikanzniveau aufweisen. Die Abb. 36 
zeigt die Plots aller untersuchten Organe in Überblick. Die Hilfslinie parallel zur Abzisse-
nachse deutet die Signifikanzgrenze von 0,05 an. Die Linien rechts und links der Ordina-
tenachse hingegen zeigen die gewählten Grenzen der Ratio >1,2 und <0,8. Liegen die 
Punkte außerhalb der gesetzten Grenzlinien, so sind sie farblich gekennzeichnet. Wie 
schon in der Abb. 35 ersichtlich, stellt die Leber das Organ mit stärksten Veränderungen 
im Trankriptom dar. Die meisten Transkripte jedoch liegen geclustert im unteren Ab-
schnitt und sind somit weder reguliert noch statistisch relevant. Stark abschüssige Da-
tenpunkte sind in der Abbildung gekennzeichnet und werden in der Tab. 16 zusammen-
gefasst. 
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Abb. 36: Transkriptomanalyse - Cldn3(+/+) vs. Cldn3(-/-): Vulcano-Plots 
Dargestellt sind Vulcano-Plots generiert aus den Microarray-Daten von Niere (a), Leber (b), Lunge (c) und 
Dünndarm (d). Jeder Datenpunkt repräsentiert ein Transkript. Blaue Punkte weisen einen p-Wert kleiner 
0,05 auf und zeigen eine erniedrigte Expression (<0,8) im Vergleich zu der Kontrollgruppe an. Rote Punkte 
liegen ebenfalls im signifikanten Bereich (p<0,05), zeigen jedoch erhöhte Expression (>1,2) der Transkripte 
im Vergleich zur Kontrollgruppe an. Die am stärksten signifikant regulierten Transkripte sind gekennzeichnet 
und werden in der Tab. 16 aufgeführt. 
 
 
Tab. 16: Auflistung der stark regulierter Transkripte in Cldn3-/- 
   Sonde Ratio p-Wert Gen ID Symbol Name 
Niere     
 A ILMN_1236649 0,70 1,69E-06 231863 Fbxl18 F-box and leucine-rich repeat protein 18 
  ILMN_1377923 0,59 1,88E-06 11461 Actb Actin, beta 
  ILMN_2793817 0,59 1,88E-06 60363 Cldn15 Claudin 15 
 B ILMN_2843403 1,39 5,22E-06 66455 Cnpy4 Canopy 4 homolog (zebrafish) 
Leber     
 A ILMN_2873469 0,75 2,59E-06 76813 Armc6 Armadillo repeat containing 6 
  ILMN_1218277 0,80 3,99E-05 258485 Olfr724 Olfactory receptor 724 
  ILMN_1257900 0,80 5,21E-06 19116 Prlr Prolactin receptor 
  ILMN_1222968 0,71 2,02E-05 319901 Dsel Dermatan sulfate epimerase-like 
  ILMN_2595469 0,74 3,65E-05 105833 Ccdc65 Coiled-coil domain containing 65 
 B ILMN_1377923 0,50 1,88E-04 11461 Actb Actin, beta 
 C ILMN_2710887 1,24 4,22E-07 258688 Olfr1462 Olfactory receptor 1462 
  ILMN_2783873 1,34 1,59E-06 18610 Pdyn Prodynorphin 
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   Sonde Ratio p-Wert Gen ID Symbol Name 
  ...Fortsetzung Leber  
  ILMN_2591917 1,33 3,34E-06 11677 Akr1b3 Aldo-keto reductase family 1, B3 
  ILMN_1217892 1,31 9,83E-06 67819 Derl1 Der1-like domain family, member 1 
  ILMN_2681690 1,37 9,07E-06 245050 Fam198a family with sequence similarity 198, A 
  ILMN_2699645 1,95 2,44E-05 68585 Rtn4 Reticulon 4 (Nogo) 
  ILMN_2479611 1,53 1,76E-05 30841 Kdm2b Lysine (K)-specific demethylase 2B 
 D ILMN_3108770 2,22 1,71E-04 30841 Kdm2b Lysine (K)-specific demethylase 2B 
  ILMN_3140071 2,10 2,79E-04 68585 Rtn4 Reticulon 4 (Nogo) 
  ILMN_3138904 1,91 3,97E-04 18212 Ntrk2 Neurotrophic tyrosine kinase, receptor type 
2 
  ILMN_2642922 1,89 3,70E-04 194126 Mtmr11 Myotubularin related protein 11 
 E ILMN_2730100 7,47 1,15E-04 234421 Cib3 Calcium and integrin binding family, 3 
 F ILMN_2671165 4,88 2,42E-03 94179 Krt23 Keratin 23 
Lunge     
 A ILMN_2449449 0,19 1,18E-05 24135 Zfp68 Zinc finger protein 68 
  ILMN_2793817 0,33 1,38E-06 60363 Cldn15 Claudin 15 
  ILMN_1240289 0,56 3,95E-08 231668 Vsig10 V-set and immunoglobulin domain contain-
ing 10 
 B ILMN_1377923 0,32 2,62E-03 11461 Actb Actin, beta 
  ILMN_2976448 0,67 1,31E-05 231871 Daglb Diacylglycerol lipase, beta 
  ILMN_2703585 0,53 8,81E-05 14467 Gbas Glioblastoma amplified sequence 
 C ILMN_2425569 1,48 2,98E-07 22635 Zan Zonadhesin 
 D ILMN_1232900 1,48 2,86E-05 69504 Zfp932 Zfp932 zinc finger protein 932 
  ILMN_2843403 1,91 4,11E-05 66455 Cnpy4 Canopy 4 homolog (zebrafish) 
  ILMN_1223949 2,87 3,93E-03 12740 Cldn4 Claudin 4 
Dünndarm     
 A ILMN_2667635 0,78 1,76E-07 209195 Clic6 Chloride intracellular channel 6 
 B ILMN_2793817 0,39 1,44E-06 60363 Cldn15 Claudin 15 
 C ILMN_1377923 0,29 2,67E-04 11461 Actb Actin, beta 
 D ILMN_1235506 0,41 1,90E-03 666339 Muc3 Mucin 3 
  ILMN_2929966 0,53 2,67E-03 100535 Oas1d 2-5 oligoadenylate synthetase 1D 
  ILMN_2703585 0,59 6,09E-04 14467 Gbas Glioblastoma amplified sequence 
  ILMN_1240289 0,61 1,72E-03 231668 Vsig10 V-set and immunoglobulin domain contain-
ing 10 
  ILMN_2696110 0,70 2,09E-03 72948 Tppp Tubulin polymerization promoting protein 
  ILMN_2612774 0,74 2,52E-03 231801 Agfg2 ArfGAP with FG repeats 2 
 E ILMN_2744129 1,44 3,82E-05 71985 Acad10 Acyl-Coenzyme A dehydrogenase family, 10
 F ILMN_2453209 2,53 5,72E-05 68758 Abhd11 Abhydrolase domain containing 11 
 G ILMN_2821158 1,26 4,16E-04 71985 Acad10 Acyl-Coenzyme A dehydrogenase family, 10
  ILMN_1214189 1,46 5,62E-04 243277 Gpr133 G protein-coupled receptor 133 
  ILMN_2865558 1,46 9,39E-04 77573 Vps33a Vacuolar protein sorting 33A (yeast) 
  ILMN_1232900 1,42 1,58E-03 69504 Zfp932 Zfp932 zinc finger protein 932 
  ILMN_2645645 1,30 7,46E-04 77134 Hnrnpa0 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A0
  ILMN_2599667 1,26 1,01E-03 11781 Ap4m1 Adaptor-related protein complex AP-4, mu 1 
               
Die aufgelisteten Transkripte leiten sich aus der Abb. 36 ab. 
 
Einige in der Tab. 16 aufgelisteten Gene sind nicht nur in einem Organ sondern in meh-
reren reguliert. Zum Beispiel war Transkriptexpression von Cldn15 in den Cldn3(-/-) Tieren 
sowohl in der Niere und Lunge als auch im Darm erniedrigt. Daraus resultiert die Frage, 
ob Transkripte existieren, die in allen untersuchten Geweben reguliert sind und somit 
"global" betroffene Gene reflektieren. Ein Vergleich aller gefilterten Transkripte (p<0,05 
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und Ratio >1,2 und <0,8) zeigt fünf gemeinsam regulierte Gene. Dabei handelt es sich 
um ActB ("actin, beta": NCBI-Entrez Gen ID 11461), Taf6 ("RNA polymerase II, TATA box 
binding protein-associated factor": NCBI-Entrez Gen ID 21343), Zfp68 ("zinc finger pro-
tein 6": NCBI-Entrez Gen ID 24135), Dagl ("diacylglycerol lipase, beta": NCBI-Entrez 
Gen ID 231871) und Fbxl18 ("F-box and leucine-rich repeat protein 18": NCBI-Entrez 
Gen ID 80028). Die Transkriptionraten in den KO-Tieren sind niedriger als die der Kon-
trollgruppe. 
Zur Untersuchung in welchen Umfang sich ein Mangel an Claudin-3 auf die Funktionen 
der Organe auswirkt, ist es nicht nur wichtig die regulierten Gene einzeln zu betrachten, 
sondern auch in welchen "globalen" Kontext diese zueinander stehen. Erst die Untersu-
chung der regulierten Transkripte in ihrer Gesamtheit könnte Hinweise zur Aufklärung 
zur Funktion von Claudin-3 im Organismus geben. Mit Hilfe der "Gene ontology" (GO)-
Analyse durch das "PANTHER Classification" System [182] war es möglich, die 
Transkripte bzw. Gene bezüglich der relevanten funktionalen Kategorien zu annotieren. 
Die unterschiedlich exprimierten Transkripte wurden gemäß den GO-Domänen - biologi-
scher Prozess, Zellkomponenten und molekulare Funktion - zugeordnet (Abb. 37). In der 
Lunge wurden keine signifikanten überrepräsentativen GO-Annotationen gefunden. In 
der Niere waren immunologischen Vorgänge (biologischer Prozess), wie die Prozessie-
rung und Präsentation von Antigenen durch den Haupthistokompatibilitätskomplex II, 
und Gene, die an RNA binden (molekulare Funktion) überrepräsentiert. In den Darmab-
schnitten fand sich nur eine GO-Annotation. Insgesamt 7 Gene repräsentieren einen 
neurologischen Systemprozess. Aufgrund der großen Anzahl der regulierten Transkrip-
ten im Lebergewebe wurden hier auch die meisten signifikanten GO-Annotationen identi-
fiziert. Unter den regulierten Transkripten befanden sich eine Reihe von Genen, die für 
den "junctional complex" (siehe 1.1) kodieren. Als Beispiel sei hier die erhöhte Expressi-
on der Tight Junction Proteine Cldn23 und "Junctional adherence molecule A" - F11r, die 
erhöhte Expression der Adherens Junction Proteine Cadherin 1 - Cdh1, Catenin und 
beta 1 - Ctnnb1 sowie die erhöhte Expression der desmosomale Proteine Desmoglein 
und beta 1 - Dsg1b genannt. Überrepräsentative GO-Annotionen betrafen in der Leber 
unter anderem die Zellkommunikation, -signalweitergabe und den Kohlenhydra-
tetransport (biologischer Prozess). Zudem beeinflusste die Defizienz von Cldn3 Gene, 
die in der Plasmamembran und an den Zellkontakten lokalisiert sind (Zellkomponten). 
Die Aktivitäten bestimmter Rezeptoren in der Leber, überwiegend G-Protein gekoppelte 
Rezeptoren, sind bei einem Mangel an Cldn3 verändert (molekulare Funktion).  


































































































































































































































































































































































































































































































Abb. 37: GO-Kategorien im Leber-, Nieren- und intestinalen Gewebe 
Auflistung der "Gene ontology" (GO)-Annotationen, die mit den unterschiedlichen exprimierten Transkripten 
(Ratio WT/KO: <0.8 und >1,2; p<0,05) im Leber-, Nieren- und intestinalen Gewebe von Cldn3(+/+) und Cldn3(-
/-) Mäusen assoziiert sind. Man unterscheidet drei Domänen: biologischer Prozess (BP), Zellkomponente 
(CC) und molekulare Funktion (MF). Die Balken des Diagramms zeigen die Anzahl der Transkripte pro GO 
Annotation. Für eine überrepräsentative Annotierung wurde ein p-Wert <0,05 festgelegt. Einzelne Transkrip-
te können in mehr als einer GO-Kategorie vertreten sein. Die englische Schreibweise wurde beibehalten, um 
die Recherche zu einzelnen GO-Annotationen zu erleichtern.  
 
Zusammengefasst legen diese Ergebnisse nahe, dass Cldn3 in der Leber vor allem ei-
nen Einfluss auf die Signalweiterleitung sowie die Adhäsion und Kommunikation zwi-
schen den Zellen hat. In der Niere, Lunge und im Darmgewebe konnte jedoch dieser 
Effekt im dem Umfang nicht beobachtet werden. In den genannten Organen geben die 
GO-Annotationen keinen distinkten Hinweis auf die Funktionsweise von Cldn3. 
Zur Verifizierung der Mikroarray-Daten wurden einige Gene, die auffällig reguliert oder 
eine wichtige Stellung in bestimmten überrepräsentativen GO-Kategorien einnahmen, 
mittels quantitativen PCR überprüft. Dazu wurde RNA aus den Lebern, Nieren und Lun-
gen von Cldn3(-/-) und dessen Wildtypgeschwistern benutzt. Es wurden 12 verschiedene 
Gene getestet (Tab. 17 und Tab. 18) Insgesamt konnte der größte Teil der im Mikroarray 
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Tab. 17: Microarray Daten ausgewählter Transkripte und dessen Verifizierung via quanti-
tativer PCR im Lebergewebe (a) 
 Illumina Microarray     Quantitative PCR 
  Gene 
Entrez 
Gen ID Sonde p-Wert   Ratio  p-Wert   Ratio  
          
 
(a) Leber 
          
  
Actb                                 
Actin, Beta 
11461 ILMN_2617433 7,6E-03 ** 0,65 ↓ 8,0E-03 ** 0,60 ↓
 
  ILMN_2698799 6,9E-03 ** 0,64 ↓    
 
    ILMN_1377923 1,9E-04 *** 0,50 ↓        
  
Cd2ap                              
CD2-associated protein 
12488 ILMN_2637981 6,9E-03 ** 1,48 ↑ 3,3E-01   0,93  
  
Cdh1                                
Cadherin 1 
12550 ILMN_2628629 4,0E-02 * 1,34 ↑ 5,0E-02   1,31  
  
Cib3                                 
Calcium & integrin bind-
ing family member 3 
234421 ILMN_2730100 1,2E-04 *** 7,47 ↑ 3,0E-03 ** 11,51 ↑
  
Cldn14                             
Claudin-14 
56173 ILMN_1234745 1,2E-04 *** 0,78 ↓ 5,0E-03 ** 0,54 ↓
  
Cldn23                             
Claudin-23 
71908 ILMN_2758545 5,3E-04 *** 1,65 ↑ 0,0E-00 *** 10,38 ↑
  
Cldn4                               
Claudin-4 
12740 ILMN_1223949 nicht detektiert   0,0E-00 *** 6,44 ↑
  
Ctnnb1                            
Catenin, beta 1 
12387 ILMN_2696575 3,8E-02 * 1,68 ↑ 8,3E-02   0,93  
  
F11r                                 
Junctional adherence 
molecule A 
16456 ILMN_2713305 6,8E-03 ** 1,32 ↑ 1,9E-02 * 1,22 ↑
  
Krt23                               
Keratin 23 
94179 ILMN_2671165 2,4E-03 ** 4,88 ↑ 1,0E-03 ** 11,05 ↑
  
Rtn4                                 
Reticulon 4 / Nogo4B 
68585 ILMN_3140071 2,8E-04 *** 2,10 ↑ 0,0E-00 *** 2,07 ↑
  
    ILMN_2699645 2,4E-05 *** 1,95 ↑       
  
Spp1                                
Secreted phosphopro-
tein 1 
20750 ILMN_2690603 1,6E-02 * 2,06 ↑ 5,8E-02   1,92  
Farbige Markierungen bedeuten eine signifikante Veränderung des Transkripts in den Cldn3(-/-) Tieren im 
Vergleich zu der Kontrollgruppe (rot - Hochregulierung, blau - Herunterregulierung). Quantitative PCR: Die 
gemessenen CT-Werte wurden gegen die parallel gemessenen CT-Werte von Hprt und Ppia normalisiert. 
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 
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Tab. 18: Microarray Daten ausgewählter Transkripte und dessen Verifizierung via quanti-
tativer PCR in den Geweben (b) Niere und (c) Lunge 





Sonde p-Wert   Ratio   p-Wert   Ratio  
           
 
(b) Niere 
                   
  
Actb                                 
Actin, Beta 
11461 ILMN_1377923 1,9E-06 *** 0,59 ↓ 3,0E-03 ** 0,68 ↓
  
Cldn15                             
Claudin-15 
60363 ILMN_2793817 1,8E-07 *** 0,52 ↓ 2,9E-01   1,17   
  
Cldn23                             
Claudin-23 
71908 ILMN_2758545 1,7E-03 ** 0,64 ↓ 6,0E-01   0,92   
  
Cldn4                               
Claudin-4 
12740 ILMN_1223949 6,7E-03  1,15 ↑ 4,5E-01   0,90   
           
 
(c) Lunge 
                    
  
Actb                                 
Actin, Beta 
11461 ILMN_1377923 2,6E-03 ** 0,32 ↓ 5,0E-03 ** 0,34 ↓
 
Cldn15                             
Claudin-15 
60363 ILMN_2674906 4,1E-02 * 0,79 ↓ 5,0E-02   0,55
 
    ILMN_2793817 1,4E-06 *** 0,33 ↓       
  
Cldn4                               
Claudin-4 
12740 ILMN_1223949 3,9E-03 ** 2,87 ↑ 0,0E+00 *** 2,19 ↑
Farbige Markierungen bedeuten eine signifikante Veränderung des Transkripts in den Cldn3(-/-) Tieren im 
Vergleich zu der Kontrollgruppe (rot - Hochregulierung, blau - Herunterregulierung). Quantitative PCR: Die 
gemessenen CT-Werte wurden gegen die parallel gemessenen CT-Werte von Hprt und Ppia normalisiert. 
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 
 
In allen getesteten Geweben konnte die Herabregulierung von Actb verifiziert werden. 
Bei Cldn15 war dies nicht der Fall. In der Untersuchung mit Hilfe der qPCR unterlag die-
ses Transkript keiner signifikanten Regulation. Dieser Umstand spricht für ein nicht funk-
tionelles Cldn15 Sonden-Set.  
Cldn4 war im Microarray in Lunge und in Niere signifikant hoch reguliert. Jedoch ließ 
sich dies experimentell nur für das Lungengewebe nachweisen. Ein möglicher Grund ist, 
dass die renale Expression von Cldn4 nur leicht verändert war und somit die Nachweis-
grenzen der qPCR unterschritt. Des Weiteren wurde eine sechsfache Hochregulierung 
von Cldn4 in der Leber mittels qPCR nachgewiesen, obwohl dieses Gen im Microarray-
Datensatz nicht präsent war. In der Leber konnten vor allem Gene des "junctional 
complex", wie Cldn14, Cldn23 und Jam-A experimentell bestätigt werden. Cib3 und 
Rtn4, bekannt auch als Nogo-4B, sind im Mircoarray wie in der qPCR besonders stark 
reguliert. Ferner wurden zwei zytoskelettale Gene, Actb und Krt23, auf diese Weise bes-
tätigt. Andere Transkripte, wie zum Beispiel Cdh1 und Spp1, waren im Transkriptom-
Array signifikant reguliert, dessen 1,3 bzw. 2-fache Hochregulation konnte zwar per 
qPCR nachgewiesen werden, allerdings waren die Ergebnisse nicht signifikant.  
Einige wenige Gene wurden auch auf der Proteinebene untersucht. Eine ca. dreifach 
erhöhte pulmonale Expression von CLDN4 konnte im Western Blot sowie in immuno-
histologisch gefärbten Schnitten nachgewiesen werden (Abb. 38a und Abb. 39). In den 
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Proteinisolationen der Niere war die CLDN4-Expression in den Wildtyp- und KO-Tieren 
annähernd gleich. In den Darmabschnitten Jejunum/Illeum einiger Cldn3(-/-) Tiere konnte 
eine leichte Abnahme der CLDN4-Expression beobacht werden. Jedoch war dieser Ef-
fekt nicht signifikant. Für die hepatischen Gewebe konnte kein Immunoblot durchgeführt 
werden, da die Leberproben falsch gelagert wurden. Somit war eine Proteinisolation 
nicht möglich. Ferner wurde CLDN4 durch den Antikörper auf Leberschnitte nicht optimal 
detektiert, daher standen auch immunhistochemische Färbungen nicht zur Quantifizie-
rung der Proteinexpression zur Verfügung.  
Bei der Quantifizierung von ACTB gab es ebenso Probleme. Trotz extremer Verdünnung 
des Antikörpers und verschiedenen Färbemethoden blieb die Hintergrundfärbung in al-
len getesteten Geweben hoch, was eine Quantifizierung unmöglich machte. Auch im 
Western Blot wurden die Proben und der Antiköper äußerst gering konzentriert einge-
setzt. Jedoch war ein Unterschied in der ACTB-Proteinexpression zwischen Cldn3 KO-
und Wildtyp nicht erkennbar (Daten nicht gezeigt). 
 
 
Abb. 38: CLDN4-Expression in der Lunge, im intestinalen Gewebe und in der Niere 
Die Immunoblots zeigen, dass sich die CLDN4-Expression in der Lunge von Cldn3(+/+) Tieren erhöht, jedoch 
nicht in den Darmabschnitten Jejunum/Illeum und in der Niere. Als Ladungskontrolle wurde GAPDH benutzt. 
Die daneben stehende densiometrische Auswertung mit Hilfe der ImageJ-Software verdeutlicht dies sehr 
anschaulich. ***p<0,001 
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Abb. 39: Erhöhte Expression von CLDN4 in der Lunge von Cldn3(-/-) Tieren  
Die repräsentativen Bilder der Immunofluoreszenzfärbungen zeigen die Expression von CLDN4 in der Lun-
ge (Epithel des Bronchiolus) von Cldn3(+/+) und Cldn3(-/-) Mäusen. CLDN4 war im KO-Tier erhöht exprimiert. 
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5 Diskussion 
Die TJ bilden einen Proteinkomplex innerhalb der Epi- und Endothelien, deren Funktio-
nen reichen von der Ausbildung einer parazellulären-selektiven Barriere über die Erhal-
tung der Zellpolarität bis hin zur Regulationen verschiedener Signalkaskaden in der Zel-
le. Sie sind somit unverzichtbar für Aufrechterhaltung der Organfunktion. Eine 
Proteinfamilie innerhalb der TJ sind die Claudine. In der vorliegenden Arbeit wurde der 
Fokus auf die Aufklärung der Funktion von Claudin-3 im Gesamtorganismus gelegt. 
Claudin-3 wird in vielen Epithelien, wie der Lunge, Leber, Niere sowie Darm exprimiert; 
aber es ist nur wenig über dessen in vivo-Funktion bekannt, daher wurden zur Funkti-
onsuntersuchung Mäuse generiert, die eine Defizienz für Claudin-3 aufweisen. 
 
 
5.1 Generierung einer Cldn3-defizienten Mauslinie 
Strategische Überlegungen zur Deletion von Cldn3 
Zur experimentellen Untersuchung der Claudinfunktion wurden in der Vergangenheit 
verschiedene Methoden angewandt. Mit Hilfe geeigneter Zelllinien lassen sich in der 
Regel grundlegende Aussagen zu den Eigenschaften des ausgewählten Claudins ma-
chen. Oftmals werden Überexpressionsstudien durchgeführt [85]. Hierbei werden Zellen 
verwendet, die das gewünschte Protein in geringen Mengen bis gar nicht exprimieren. 
Bei Claudinen lässt sich so zum Beispiel die Ionenleitfähigkeit, die Permeabilität von 
Wasser und anderen Soluten untersuchen. Auch zelluläre Knockdown-Modelle des zu 
untersuchenden Proteins mittels RNA-Interferenz wurden zur funktionellen Charakteri-
sierung der Claudine eingesetzt [86]. Jedoch ist der Wissensgewinn solcher in vitro-
Modelle begrenzt, da solche Systeme meist nicht die Komplexität des gesamten Orga-
nismus wiederspiegeln. So ist es möglich, dass die Interaktionen, Barriereeigenschaften 
und TJ-Veränderungen von einer Zelllinie zur anderen, in Abhängigkeit zur ihrer physio-
logischen Funktion variieren [181]. Zudem wird in den Studien oftmals speziesfremde 
cDNA als Ausgangsmaterial eingesetzt. Bei den Überexpressionsstudien mit Claudin-3 
wurden beispielsweise MDCK-Zellen benutzt, die ihrerseits aus dem Hund stammen und 
die humane Proteinform exprimieren [85]. Ein Vergleich der Aminosäurensequenzen 
zeigt zwar eine 91% ige Übereinstimmung zwischen beiden Formen, jedoch würde in 
der Natur eine solche Kombination nicht vorkommen. Für funktionelle Fragestellungen 
ist dieser Umstand vermutlich unerheblich, aber zur Untersuchungen der Interaktion mit 
anderen Proteinen oder dessen Regulation ist dieser Ansatz ungeeignet. Auch können 
entwicklungsspezifische Aspekte in einem Zellkultursystem nur begrenzt dargestellt wer-
den. Aus diesen Gründen stellen in vivo-Modelle für die Funktionsaufklärung der Claudi-
ne den besseren Ansatz dar. Ein hierfür etabliertes Tiermodell ist die Hausmaus (Mus 
musculus). Die Ähnlichkeiten im murinen und humanen Genom sowie die hervorragen-
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den Möglichkeiten der genetischen Manipulationen machen die Maus zu einem geeigne-
ten Modell zur Untersuchung der Claudinfunktion.  
Prinzipiell existieren zwei Ansätze durch die man in einem Mausorganismus eine Gende-
letion hervorrufen kann; zum einen die Knockdown- und zum anderen die Knockout-
Technik. Bei der erstgenannten Technologie wird mit Hilfe von RNA-Interferenz die Ex-
pression des betreffenden Gens herabgesetzt. Kurze haarnadelartige (short hairpin) 
RNAs sorgen für den vorzeitigen Abbau der mRNA. Vorteil dieser Methode ist die kurze 
Generierungszeit und der geringere Aufwand bei der Mauszucht und -haltung. Proble-
matisch jedoch ist, dass es nicht zu einer vollständigen Eliminierung der Genaktivität 
kommt. Die verbleibene Restaktivität könnte immer noch Einfluss auf die zellulären Pro-
zesse haben. Die Anhäufung interferiender RNA in der Zelle könnte ebenso uner-
wünschte Nebeneffekte mit sich bringen. Zur Umsetzung des Ziels, die Generierung 
einer Cldn3-defizienten Mauslinie, wurde daher die Knockout-Technologie gewählt. Da 
Claudin-3 in vielen Organen exprimiert wird, bestand bei diesem Ansatz die potenzielle 
Gefahr, dass eine vollständige Abschaltung des Gens zu prä- bzw. postnaler Letalität 
führt. Wie in der Tab. 1 (unter 1.3.2) dargestellt, existieren unter den bisher generierten 
und publizierten Claudin-Mausmodellen Phänotypen, die innerhalb weniger Tage nach 
der Geburt sterben. Als Beispiel sei hier Claudin-1 [125], das ebenfalls in vielen Organen 
lokalisiert ist, genannt. Aber auch Deletion von Claudinen, deren Expression nur auf ei-
nige wenige Gewebe beschränkt ist, wie Claudin-5 [138] in Lunge und Gehirn, führen zu 
einem postnatal-letalen Phänotyp. Umgekehrt ist es möglich, dass ein Protein zwar in 
vielen Organen zu finden ist, jedoch die Abwesenheit im Tier keinen augenscheinlichen 
Phänotyp, der sich vom Wildtyp unterscheidet, hervorruft. Ein Beispiel hierfür ist Claudin-
6 [139], dass in einer adulten Maus in Augen, Prostata, Nebenhoden, Epidermis, Leber 
und Cornua uteri exprimiert wird. Ferner ist Claudin-6 in der frühen Embryonalentwick-
lung involviert. Trotzdem sind die homozygoten Tier lebensfähig und fertil. Vermutlich 
wird das Fehlen von Claudin-6 durch andere Familienmitglieder kompensiert. Aufgrund 
dieser Vielfältigkeit in den Phänotypen der verschiedenen Claudin KO-Tiere [138], [56], 
[133] war eine Vorhersage über die Auswirkung einer Cldn3-Defizienz in Mäusen nicht 
möglich. Um die Möglichkeit die Deletion in bestimmten Geweben oder in Entwicklungs-
abschnitten zu induzieren und so einem lethalen Phänotyp entgegen zuwirken, wurde 
daher die Strategie einer konditionalen KO-Linie (siehe Abschnitt 1.3.1) gewählt. 
Die Vorgehensweise war folgende: Im ersten Schritt wurde zunächst das Cldn3-Gen im 
gesamten Organismus ausgeschaltet und der primäre Fokus der Analysen auf die Nie-
renfunktion gelegt. Die zweite Option zur Charakterisierung der Claudinfunktion war die 
Generierung einer gewebespezifischen KO-Maus, um eine Überlagerung verschiedener 
Phänotypen auszuschließen oder letale Phänotypen zu vermeiden. Durch Einkreuzen 
einer Cre-exprimierenden Mauslinie (wie etwa Apolipoprotein E - Cre [183] oder Ksp-
cadherin - Cre [184]) wäre es beispielsweise möglich eine nieren- bzw. nephronspezifi-
sche Claudin-3-Defizienz zu untersuchen. Solche Ansätze wurden in der vorliegenden 
Arbeit, aufgrund des zeit- und kostenintensiven Umfangs nicht berücksichtigt. 
Eine weitere wichtige Überlegung bei der Generierung eines Knockouts ist die Wahl der 
zur deletierende genomische Region. Da aber Cldn3 aus nur einem Exon besteht, stellte 
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sich diese Frage nicht. Jedoch war die Wahl der Lage der loxP-Erkennungsseiten ent-
scheidend für den Erfolg des Defizienzmodells. Denn liegen diese innerhalb des Promo-
torbereiches, könnte die gefloxte Mauslinie eine gestörte Expression des Zielproteins 
aufweisen. Deshalb wurde mittels Promotorvorhersageprogrammen die potenzielle Posi-
tion der Promotorelemente im genomischen Bereich von Cldn3 bestimmt und in der 
Konstruktion berücksichtigt. Eine Promotorstudie zum humanen CLDN3 von Honda et al. 
bekräftigte die Wahl der loxP-Stellen. Die Arbeitsgruppe identifizierte eine Minimalpromo-
torregion (-112 bis -74 bp), die eine Sp1-Bindungsstelle beinhaltet und die unerlässig für 
dessen Aktivität ist [98]. Vergleicht man die Lage der loxP-Stellen im hier generierten 
Mausmodell mit dem humanen CLDN3-Promotorbereich, liegen diese weit davon ent-
fernt; eine Überschneidung ist ausgeschlossen. Ob die loxP-Positionen die Expression 
von Cldn3 tatsächlich beeinflussen, bleibt jedoch zu überprüfen. Dazu müsste die Cldn3-
Expression homozygot gefloxter Tiere mit der von Wildtypmäusen mittels quantitativer 
PCR verglichen werden. Im induzierbaren Defizienzmodell ist dies wichtig, da gefloxte 
Mäuse (Cldn3flox/flox) oftmals als Kontrolltiere eingesetzt werden. Im konventionellen KO-
Modell dagegen liegen keine gefloxten Regionen vor; somit kann hier der Promotorbe-
reich nicht durch die Lage der loxP-Erkennungsstellen beeinflusst werden. 
Zwei weitere Besonderheiten waren bei der Strategie zur Erstellung der Cldn3 KO-Line 
zu beachten: Zum einen die hohe Homologie zu Cldn4. Vermutlich sind die Gene aus 
Duplikationen hervorgegangen [39]. So unterlag insbesondere das Design der Primer für 
die Homologiearme einer besonderen Sorgfalt um eventuelle Schnittstellen zwischen 
beiden Genen auszuschließen. Zum anderen ist der Umstand, dass sich Cldn3 und ein 
weiteres Gen sich zum Teil gegenläufig überschneiden, zu beachten. Dieses Gen, 
Wbscr25, überlappt mit seinem fünften Exon einen Teil des Cldn3-Exons. Wird Cldn3 
entfernt, so wird auch zwangsläufig das fünfte Exon von Wbscr25 deletiert (siehe auch 
Abb. 18 unter 4.2.1). Um zu analysieren, wie sich dieser Umstand auf das Tiermodell 
auswirkt, wurde zunächst die Expression von Wbscr25 in einer Vielzahl muriner Gewebe 
untersucht. Dabei wurde gezeigt, dass dieses Transkript nur in Testis nachweisbar 
exprimiert wird. Aufgrund dieser distinkten Expression war nicht zu erwarten, dass das 
Fehlen des fünften Exons von Wbscr25 in anderen Organen als in Testis einen Einfluss 
haben würde. Ein Blick in die Genomdatenbanken (Punkt 3.2.12) zeigt, dass Wbscr25 
nur für das murine und humane System beschrieben werden; es gibt in anderen Spezies 
keine Homologe. Im humanen System wurde dem Transkript mittlerweile jeglicher Status 
entzogen. Im Mausorganismus wird das Transkript als nicht-kodierende RNA annotiert. 
Interessanterweise gibt es seit kurzem eine steigende Anzahl an Studien über den Ein-
fluss von sognannten "long non-coding RNAs" (lncRNA). Das ist eine Klasse von RNAs, 
die zwar transkribiert werden, jedoch für kein Protein kodieren. Sie weisen Größen zwi-
schen 200 bp und 100 kb auf und werden oftmals in einem gewebe- und/oder entwick-
lungsspezifischen Muster exprimiert und spielen eine wichtige Rolle in diversen Regula-
tionsprozessen der Zelle. Sie sind an der Regulation spezifischer Transkriptionsfaktoren 
beteiligt und in epigentische Prozesse (Chomatinstruktur) involviert [185], [186]. Die mo-
leklaren Mechanismen sind noch nicht vollständig verstanden und nur für einige wenige 
lncRNA beschrieben worden. Es ist nicht selten, dass lncRNA-Gene sich mit bekannten 
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protein-codierenden Genen überlappen [185], wie im Falle Cldn3 und Wbscr25. So ist es 
nicht ausgeschlossen, dass Wbscr25 als eine lncRNA durchaus einen Einfluss auf regu-
latorische Vorgänge im Hoden hat und es beim Abschalten des Cldn3-Gens zu Verände-
rungen kommen kann, die unabhängig von Claudin-3 sind.  
Im Rahmen der Phänotypisierung der Cldn3(-/-) Tiere wurde auch die Expression des 
testikulären Wbscr25 Transkript mittels quantitativen PCR überprüft. Bei den KO-Tieren, 
zeigte sich ein signifikanter Rückgang von Wbscr25 um 30% (n=5, p<0,001, Daten nicht 
gezeigt). Daher ist zu vermuten, dass die Defizienz des fünften Exons zu einer Instabili-
tät der RNA führt. Es ist bekannt, dass die 5' UTR ("untranslated region"), die in der Re-
gel auf dem letzten Exons lokalisiert ist, zur Stabilität der mRNA beiträgt. Dies könnte 
auch für die lncRNA gelten. Das Fehlen bestimmter Abschnitte kann hier vermutlich 
ebenso zur Unbeständigkeit der RNA führen.  
Der Einfluss von Wbscr25 bei einem Total-KO von Cldn3 ist trotz der angeführten Über-
legungen als gering anzusehen, da Wbscr25 nur in Testis nachweisbar ist und somit nur 
den männlichen Teil der Cldn3(-/-) Tiere betrifft. Die Fertilität der männlichen KO-Tiere ist 
nicht beeinträchtigt. Auch die Abnahme des testikulären Wbscr25-Transkripts in den 
Cldn3-defizienten Maus ist als gering anzusehen. Folglich kann der Phänotyp der kon-
ventionellen Maulinie vorrangig auf den Verlust von Cldn3 zurückgeführt werden.  
 
Realisierung 
Für die Umsetzung der Knockoutlinie wurde die Technologie des Recombineerings, das 
sogenannte homologie-abhängige, rekombinationsvermittelte DNA-Engineering, ange-
wandt [117] (siehe auch 1.3.1 und 3.2.6). Mit dessen Hilfe war es möglich, einen Targe-
tingvektor zu generieren, der die Ausgangbasis für das konditionale Cldn3-
Defizienzmodell bildete. Die in der Literatur beschriebene Effizienz der Methode [116] 
konnte bestätigt werden. Im Vergleich zu den in unseren Laboren nach der klassischen 
Methode generierten Cldn10- [144] und Cldn16 [133] -Targetingvektoren hat sich die 
Recombineering-Technologie als effektivere Methode erwiesen. Die Fertigstellung des 
Targetingvektors ausgehend vom BAC-Klon über die Einfügung der Selektionskassetten 
und Rekombinaseerkennungsseiten nahm insgesamt drei Monate in Anspruch. Die unter 
3.2.6 beschriebe Abfolge wurde nacheinander und nur einmal ausgeführt. Jeder einzel-
ne Klonierungs- und Rekombinationsschritt war auf Anhieb erfolgreich. 
 
 
5.2 Charakterisierung der Cldn3-defizienten Mäuse 
Claudin-3 wird in vielen Organen von Maus und Mensch exprimiert (Abschnitt 4.1). Eine 
Reihe von Versuchen an Zelllinien stellt Claudin-3 als ein abdichtendes TJ-Protein dar, 
wobei Daten zu dessen Funktion im lebenden Organismus fehlen. Zur Untersuchung der 
in vivo-Funktion der TJ-Proteins Claudin-3 wurde eine Cldn3-defiziente Mauslinie gene-
riert. Die Gründertiere waren hierbei getargete Tiere; die direkten Nachfahren aus der 
Verpaarung von Chimär- und C57Bl/6N-Wildtypmäusen. Durch die Verpaarung mit einer 
ubiquitär exprimierenden FLP-transgenen Mauslinie wurde die Basis für einen konditio-
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nalen KO gelegt. Die für die vorliegende Arbeit relevante Mauslinie mit ubiquitärer Dele-




Aufgrund des Expressionsmuster von Claudin-3 lag die Vermutung nahe, dass deren 
vollständige Abwesenheit zu einer eingeschränkten Vitalität führen könnte. Jedoch sind 
die homozygoten Tiere vital und können ein Alter von über 1,5 Jahre erreichen. Beide 
Geschlechter sind fertil. Schaut man sich aber die statistische Auswertung der heterozy-
goten Verpaarungen an, so ist ersichtlich, dass die Verteilung der drei Genotypen Wild-
typ, heterozygotes und homozygotes Tier von dem zweiten Mendelschen Gesetz (Spal-
tungsregel 1:2:1) abweicht. Es erreichten weniger homozygote KO-Mäuse das Alter von 
vier Wochen. Da man keine toten Tiere in den Nestern fand, ist davon auszugehen, dass 
weniger Cldn3-defiziente Tiere geboren werden. Ein Teil der Embryonen verstirbt ver-
mutlich bereits in utero. Da Cldn3 während der murinen Embryogense exprimiert wird, 
es ist anzunehmen, dass ein Mangel in der embryonalen Entwicklung zu einer pränatale 
Letalität mit einer nur sehr geringen Ausprägung führt. Gleichwohl sind die geborenen 
Cldn3(-/-) Tiere von ihren Wurfgeschwistern in allen Lebensabschnitten nicht zu unter-
scheiden. Sie sind gleichschwer und entwickeln sich normal.  
 
Elektrolythaushalt und Leberfunktion 
Zunächst stand die Nierenfunktion im Fokus der Untersuchungen. Es wurden renale 
Parameter mit Hilfe von Serum- und Urinanalysen (Sammelurin) ermittelt. Da Claudin-3 
entlang des distalen Tubulus [53] exprimiert wird und dort für die Elektrolythomöostase 
wichtige Ionentransportvorgänge stattfinden, war mit einer Störung des Gleichgewichts 
zu rechnen. Jedoch waren die untersuchten Serum- und Urinelektrolyte (Natrium, Chlo-
rid, Kalzium, Magnesium, Phosphat, Kalium) in den Cldn3(-/-) Mäusen unverändert (Tab. 
23).  
Eine Ausnahme bildete der Urin-pH-Wert, hier zeigte sich, dass es bei einem Mangel an 
Cldn3 in den KO-Tieren zu einer Veränderung des Säure-Base-Haushalts kommt. Der 
pH-Wert war höher als bei den Kontrolltieren. Dieser Effekt könnte auf eine veränderte 
Resorption/Sekretion von Metaboliten bzw. Salzen in den Tubuli der Cldn3(-/-) Tiere zu-
rückzuführen sein. Möglicherweise ist die Alkalisierung des Urins eine kompensatorische 
Reaktion auf das Fehlen von Cldn3 in den distalen Abschnitten des Nephrons. Auch eine 
andere Möglichkeit ist denkbar: Claudin-3 könnte eine Art Barriere gegen Protonen (H+) 
in der Niere bilden. So könnte es durch das Fehlen von Cldn3 zu einer gestörten para-
zellulären Permeabilität für H+ kommen, was zur Folge hätte, dass die H+ Sekretion ge-
stört ist und der Urin alkalischer wird. Für Claudin-18 wurden ähnliche Vorgänge in der 
Literatur bereits beschrieben [150]. Bei Cldn18 KO-Mäusen, deren magenspezifische 
Isoform deletiert wurde, konnte beobachtet werden, dass der gastrische pH-Wert erhöht 
ist. Durch die Defizienz von Cldn18 ist die parazelluläre Permeabilität für H+ gestört. Es 
kommt zu einem H+-Flux vom Lumen in den submukosalen Raum, wobei im Gewebe 
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inflammatorische Prozesse aktiviert werden, was letztendlich zur Gastritis in adulten 
Mäusen führt [150]. 
Aufgrund der hohen Cldn3-Expression in der murinen Leber (Abb. 16) wurden einige 
wichtige hepatologischen Parameter, wie die Alanin-Aminotransferase, die Aspartat-
Aminotransferase und die alkalische Phosphotase, in unterschiedlichen Alterstufen (8 bis 
26 Wochen) bestimmt. Zwischen den KO-Tieren und Wildtyptieren konnten keinerlei 
signifikante Unterschiede aufgezeigt werden. 
 
Elektrophysiologische Vorgänge und Morphlogie des Colons 
Parallel dazu wurden elektrophysiologische Analysen am Colon von Cldn3(-/-) und 
Cldn3(+/+) Tieren vorgenommen. Da Cldn3 in diesem Darmabschnitt besonders hoch 
exprimiert wird (Abb. 17), nahm man an, dass es hier zu einer Störung der Barrierefunk-
tion kommen könnte. Vorherige Überexpressionsstudien in Nierenepithelzellen wiesen 
darauf hin, dass es sich bei Claudin-3 um ein barriereformendes TJ-Protein handelt, das 
die parazelluläre Permeabilität für Ionen und größeren Soluten reduziert [85].  
Der Einfluss der Abwesenheit von Claudin-3 auf die epitheliale Barrierefunktion wurde 
mit Hilfe verschiedener elektrophysiologischer Messtechniken entlang des Mauscolons 
gemessen. Bezüglich des transepithelialen Widerstandes, ein grober Indikator für die 
Permeabilität, sowie des epithelialen und subepithelialen Widerstandes konnten bei den 
Cldn3(-/-) Tieren im Vergleich zu den Wildtypwurfgeschwistern keine signifikanten Unter-
schiede festgestellt werden. Des Weiteren wurde die Durchlässigkeit für Natrium- und 
Chloridionen überprüft. Die Deletion von Cldn3 hat keinen Einfluss auf die parazelluläre 
Resorption dieser Ionen. Auch die Leitfähigkeit des Colons änderte sich nicht signifikant. 
Es lag eine Tendenz zur Abnahme der Kationenselektivität vor. Die Untersuchungen zur 
parazellulären Durchlässigkeit großer ungeladener Moleküle zeigte, dass der Colon der 
Claudin-3-defizienten Mäusen tendenziell weniger durchlässig für größere Moleküle (4 
kDa) war, als bei den Wildtyptieren. Jedoch war diese Beobachtung nicht signifikant. Für 
kleinere Moleküle (0,32 kDa) wurden keine Veränderungen aufgezeigt. So gilt für den 
Colon: Fehlt Claudin-3, so bleibt die Permeabilität für die untersuchten Ionen und Solute 
unverändert. Im Gegensatz zu den in vitro-Untersuchungen zur Funktionalität [85], die 
zeigten, dass durch Claudin-3 die Durchlässigkeit von Ionen und ungeladenen Molekü-
len deutlich reduziert wird. Dies konnte im Umkehrschluss für das Colon nicht nachge-
wiesen werden. Die Ergebnisse legen ferner nahe, dass Zellkulturen nur bedingt die 
physiologische Realität im einen Organismus widerspiegeln. Die Einflüsse anderer Zel-
len und somit die kompensatorischen Mechanismen, die eventuell im vorliegenden KO-
Modell zum tragen kommen, werden nicht berücksichtigt.  
 
Gestörte epitheliale Barriere - Deletion von Cldn3 führt zur Zellmigration 
Bei adulten, einjährigen Cldn3(-/-) Tieren wurde eine erhöhte Einwanderung von Zellen 
unabhängig vom Geschlecht in das renale Gewebe beobachtet. Aufgrund der Zellmor-
phologie ist davon auszugehen, dass es sich hierbei um Zellen des Immunsystems han-
delt. Ähnliche Infiltrate wurden in der Leber und Speicheldrüse von Cldn3-defizienten 
Tiere als teilungsaktive T- (CD3+) und B-Zellen (B220+) identifiziert. In den genannten 
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Organen der Cldn3 KO-Mäuse treten diese entzündlichen Prozesse, gekennzeichnet 
durch die lymphatischen Infiltrate, mit größerer Wahrscheinlichkeit als bei den Kontroll-
tieren auf. Jedoch konnten die Zelleinwanderungen erst in Tieren beobachtet werden, 
wenn diese über ein Jahr alt waren. Es ist anzunehmen, dass der Mangel an Claudin-3 
in den frühen Lebensabschnitten gut tolerierbar ist, eventuell existiert sogar ein schüt-
zender Mechanismus, der in späteren Stadien aufgrund altersbedingter Veränderungen 
nicht mehr vorliegt oder aber, dass es erst bei einer Dauerbelastung zu dem beobachte-
ten Phänotyp kommt. Ein weiterer interessanter Aspekt ist, dass die Infiltrate nicht in 
allen Geweben, in denen Cldn3 hoch exprimiert wird, vorkommen. Beispielsweise konn-
ten weder in Lunge noch in den Darmabschnitten signifikant erhöhte Zellinfiltrationen 
gezeigt werden. Möglicherweise ist die funktionelle Rolle von Claudin-3 in diesen Gewe-
ben eine andere und es kommen effektive kompensatorische Mechanismen zum Tra-
gen, die die Defizienz von Cldn3 ausgleichen. Eventuell könnte hier das strukturver-
wandte Claudin-4, das sowohl in der Lunge (Abb. 38 und Abb. 39) als auch im Darm 
[187] exprimiert wird, die Aufgaben übernehmen. Im Lungengewebe der Cldn3 KO-
Mäuse konnte eine signifikant erhöhte Expression von Claudin-4 auf transkriptioneller 
und Proteinebene nachgewiesen werden (siehe nächsten Abschnitt).  
Die Ergebnisse liefern Hinweise darauf, dass die Deletion Claudin-3 in den genannten 
alternden Geweben mit der erhöhten Wahrscheinlichkeit für Entzündungsprozesse ein-
hergeht. In der Literatur wurden bisher auch andere TJ-KO-Modelle mit chronischer In-
flammation beschrieben. Bei alternden Occludin-defizienten Mäusen kommt es zu chro-
nischen Endzündungen (inklusive Infiltrate) mit nachfolgender Hyperplasie des 
gastrischen Epithels [23]. Obwohl Occludin ubiquitär exprimiert wird, ist nur das gastri-
sche Gewebe betroffen. Die Autoren beobachteten einen Defekt in der Säuresekretion in 
Ocln(-/-) Tieren und sahen darin den Grund für den Funktionsverlust des Epithels. Im 
Tiermodell wurden keine TJ-Barriereveränderungen beobachtet, daher vermuteten sie, 
dass die potenzielle Rolle von Occludin in der Signaltransduktion (epithelialer Transport, 
Wachstum und Differenzierung) liegt [24]. Wie bereits eingangs erwähnt, wurden bei 
Cldn18-defizienten Mäusen, denen die magenspezifische Cldn18-Variante fehlt, ähnliche 
Vorgänge beschrieben [150]. Durch eine Verschiebung des Säure-Base-Haushaltes wer-
den im Epithel inflammatorische Prozesse aktiviert, die zur Gastritis in adulten Cldn18 
KO-Mäusen führen. 
Weitere Untersuchungen sind notwendig, um den Zusammenhang von Claudin-3 und 
den späten lymphatischen Infiltraten in bestimmten Organen aufzuklären. Dabei ist es 
wichtig parallel zur Histologie inflammtorische Parameter, wie die Entzündungsmarker 
TNFα, IL-6 und IL-1β, im Serum zu analysieren sowie die Art der Infiltrate mittels zell-
spezifischen Marker zu präzisieren. Ebenso sind weitere Untersuchungen zur Permeabi-
lität, insbesondere für H+, notwendig um eventuelle Zusammenhänge aufzudecken.  
 
Transkriptom - transkriptionelle Regulation 
Die Transkriptomanalysen verschiedener Organe sollte der Aufklärung der Veränderun-
gen auf molekularer Ebene, die sich in den Claudin-3-defizienten Tieren im Vergleich zu 
ihren Wildtypgeschwistern ereigneten, dienen und gegenregulatorische Maßnahmen 
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aufdecken. Dabei standen unter anderem folgende Fragen im Mittelpunkt: Kommt es in 
den KO-Tieren zu einer veränderten Expression anderer Claudine? Sind andere Gene 
des TJ-Komplexes betroffen? Kann man brereits in den Cldn3-deletierten Jungtieren 
eine Expressionsveränderung der Transkripte beobachten, die möglicherweise zu den 
Zellinfiltration in Niere und Leber beitragen?  
Aufgrund der ubiquitären Expression von Claudin-3 im Mausorganismus wurden vier 
Organe ausgewählt, bei denen Cldn3 relativ hoch exprimiert wird: Leber, Lunge, Niere 
und die Darmabschnitte Jejunum/Illeum. Die größte Anzahl regulierter Transkripte 
(p≤0,05; Ratio >1,2 oder <0,8) wurde in der Leber festgestellt, die geringste in den ge-
nannten Darmregionen.  
In allen vier Organen waren fünf Gene gemeinsam reguliert. Dabei handelt es sich um 
Actb, Taf6, Dagl, Zfp68 und FBxl18. Beta-actin ist ein hoch konserviertes Protein, dass in 
wichtige zelluläre Vorgänge, Zellintegrität und -struktur involviert ist. Die erniedrigte Ex-
pression von Actb konnte mittels quantitativer PCR in Leber, Lunge und Niere der 
Cldn3(-/-) Tiere bestätigt werden. Fbxl18 und Dagl kodieren für zwei Ligasen; letztere 
spielt eine Rolle in der Neurogenese und über erstgenannte ist nur wenig bekannt. Taf6 
kodiert für eine Untereinheit des Transkriptionsfaktors IID (TFIID). Gemein ist allen auf-
gezählten Transkripten, dass sie alle herunterreguliert und auf dem Chromosomenband 
5qG2 in der Nähe (bis ca. 8 cM) von Claudin-3 lokalisiert sind. Außerdem lag in den ein-
zelnen Organen eine auffällig hohe Zahl von vermindert exprimierten Transkripten vor, 
die sich in der chomosomalen Region von Cldn3 befinden. Sie lagen mitunter nur weni-
ge cM entfernt. Die Frage, die sich hier stellt ist, ob dies ein genomischer Effekt ist oder 
ob die Cldn3-Defizienz der Grund ist. Da die verwendeten Tiere erst zweimal mit 
C57Bl6/N-Mäusen zurückgekreuzt waren, könnte eine "Kontamination" mit dem Donor-
mausstamm 129S7/Sv vorliegen. Bei der Rückkreuzung wird nicht nur die selektierte 
Deletion von 129S7/Sv auf den C57Bl6 Maustamm übertragen, sondern mit ihnen auch 
größere Chromosomenfragmente des 5qG2-Locus. Die "Kontamination" ist gewisser-
maßen mit dem Cldn3-Locus gekoppelt, Rekombinationen finden hier nur extrem selten 
statt. Eine große Region um Cldn3, ursprünglich vom Donormausstamm übertragen, 
wird über Generationen hinweg, wie eine Art blinder Passagier [188], fast unverändert 
weitergegeben. In Zahlen ausgedrückt: Ist ein "kontaminiertes" Gen 5 cM vom selektier-
ten entfernt, so ist die Wahrscheinlichkeit, dass es auch noch in der 2. Generation vor-
liegt 95%. In der 10. Rückkreuzung 63% und in der 20. noch 38% (Tabelle 1 in [188]). 
Anders bei ungekoppelten Genomanteilen, bei denen sich nach jeder Rückkreuzung mit 
dem Wildtypstamm der genetische Hintergrund halbiert. In der 10. Generation liegt ein 
Donorstammanteil von 0,098% vor. Somit ist die Wahrscheinlichkeit in wenig zurückge-
kreuzten Stämmen hoch, dass sich die KO-Mäuse und deren Wildtypwurfgeschwister in 
ihren Allelen unterscheiden, woraus die veränderten Transkriptionslevel einiger Gene 
resultieren könnten. Im vorliegenden Fall würde es die Häufung von gleichen Genen, die 
nur wenige cM entfernt, auf dem Chromosomenband 5qG22 lokalisiert und in allen un-
tersuchten Organen differenziell reguliert sind, erklären. Deshalb sollte dieser Gesichts-
punkt bei der Interpretation der vorliegenden Daten immer wieder vor Augen geführt 
werden, denn solche genetischen Variationen zwischen zwei Mausstammen können sich 
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direkt auf das Transkriptionslevel auswirken und somit den Phänotyp entscheidend be-
einflussen. Durch eine "Single Nucleotide Polymorphism" (SNP) -Analyse wäre es mög-
lich, die "Donorstammkontaminationen" im Genom der KO-Linie zu identifizieren und 
dessen Größe zu bestimmen.  
Die Transkriptomanalysen der vier untersuchten Organe führten, wie eingangs erwähnt, 
zu unterschiedlichen Ergebnissen. Die Leber ist von der Cldn3-Defizienz am stärksten 
betroffen, da hier die meisten differenziell regulierten Tanskripte detektiert wurden. Es 
wurde eine große Anzahl von signifikanten GO-Annotationen identifiziert, die auf eine 
funktionelle Relevanz von Claudin-3 in der Weiterleitung von Signalen, Zelladhäsion und 
-kommunikation deuten. Zudem konnte gezeigt werden, dass eine Reihe von anderen 
TJ-Proteinen in der Leber eine veränderte Expression aufwiesen. Darunter waren drei 
Claudine: Cldn4, -14 und -23. Die Transkripte Cldn4 und Cldn23 liegen hochreguliert vor. 
Es liegt die Vermutung nahe, dass Claudin-23 und -4 die Deletion von Claudin-3 in der 
Leber kompensieren. Über die Funktion von Claudin-23 ist bisher nichts bekannt. Stu-
dien belegen eine verringerte Expression in Magenkrebsgewebe [189]. Auch Claudin-4 
ist wie Claudin-3 in einer Vielzahl von Tumorarten dysreguliert, oftmals sind sie sogar 
gemeinsam reguliert. Beide Claudine weisen hohe Sequenzähnlichkeiten auf, unter-
scheiden sich jedoch zum Teil in ihrem Expressionsmuster. In vitro-Versuche in MDCK-
Zellen legen für beide Claudine eine abdichtende Funktion [85], [190] nahe. Für Claudin-
4 konnte hierbei eine verminderte Kationenselektivität nachgewiesen werden [86]; eine 
Überexpression von Claudin-3 verleiht dagegen keine spezielle Ionenselektivität. Jedoch 
ist die Funktion von Claudin-4 umstritten, in murinen Sammelrohrzellen (M-1 und 
mIMCD3) weisen Knockdownexperimente auf eine Rolle als ein Anionkanal hin [191]. Da 
die verwendeten Zellen aus verschiedenen Spezien stammen und sich in der Claudin 
Zusammensetzung unterscheiden, könnten diese Umstände die Unstimmigkeiten erklä-
ren. Auch der unterschiedliche Glykoliserungs- und Phosphorylierungsstatus in den Zel-
len könnte einen Einfluss haben.  
Cldn14 dagegen wird in den Cldn3-defizienten Tieren transkriptionell vermindert expri-
miert. In MDCK-Zellen wurde bei Überexpression eine verminderte Kationenselektivität 
gemessen. Es bildet eine Kationenbarriere aus, die unter anderem wichtig zur Erhaltung 
der Ionenbalance im Innenohr ist. Eine Mutation in CLDN14 führt bei Menschen zur 
Taubheit. KO-Mäuse zeigen ein ähnliches Erkrankungsbild [56]. Die Rolle von Cldn14 in 
der Leber ist unklar. Als eine Erklärung für die verminderte Expression ist denkbar, dass 
CLDN3 und CLDN14 Dimere bilden. Das Fehlen des einen könnte sich auf die Stabilität 
des anderen auswirken. Möglich ist auch, dass die niedrige Cldn14-Expression durch die 
Dysregulierung der anderen Claudine bedingt ist.  
In der Niere und Lunge konnten für die Claudine -4, -15 und -23 bzw. -4 und -15 mittels 
der Transkriptionsanalysen ebenfalls eine differenzielle Regulation festgestellt werden. 
Jedoch gelang es nicht, den Expressionsrückgang von Cldn15 und Cldn23 mit der 
qPCR zu bestätigen, wobei der Anstieg von Cldn4 in beiden Organen der Cldn3(-/-) Mäu-
se dokumentiert wurde. Auf der Proteinebene konnte die verstärkte Expression nur im 
Lungengewebe belegt werden. Die Expression von Claudin-4 im Lungenepithel ist 
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hauptsächlich auf die Pneumozyten-Typ I-Zellen beschränkt, wobei Claudin-3 zwischen 
Zellen des Typs I und II vorkommt [192]. In der vor kurzem veröffentlichten Arbeit von 
Mitchell et. al [88] zeigten Überexpressionsstudien in alveolären Epithelzelllinien das 
CLDN4 die Barrierefunktion verbessert, CLDN3 dagegen einen Abfall des transepithelia-
len Widerstandes bewirkt. Weitere Studien zum Einfluss von Claudin-4 in der Lunge zei-
gen im Mausmodell einen Anstieg von CLDN4 nach akutem Lungenversagen. Man ver-
mutet, dass eine erhöhte Expression einen positiven Effekt (vermutlich durch die 
Ausweitung der parazellulären Barriere für Natriumionen) auf den Lungenclearance hat 
und somit die Folgen einer Lungeninsuffizienz eindämmt [193]. Auch im humanen Sys-
tem konnte eine Korrelation zwischen CLDN4 und einem verbesserten aveolären Flu-
idtransport nachgewiesen werden [194]. In dem vorliegenden Fall kann man davon aus-
gehen, dass in der Lunge, trotz unterschiedlicher pneumonaler Expression und 
Funktion, der Verlust von Cldn3 durch erhöhte Cldn4 Expression kompensiert wird und 
somit Schaden von der Lunge abwendet, der eventuell durch eine gestörte Clearance, 
hervorgerufen durch die Cldn3-Defizienz, verursacht wird.  
F11r, Cdh1, Ctnnb1 und Dsg1b sind Komponenten des apikalen "junctional complex" 
und zeigten in der Mircoarrayanalyse der Leber erhöhte Transkriptenraten. Aber nur F11r 
konnte mittels PCR bestätigt werden (Dsg1b wurde nicht überprüft). Dieses Transkript 
kodiert für das TJ-Protein JAM-A, welches auf Epithel- und Endothelzellen, sowie auf 
Leukozyten, Trombozyten und Erythrozyten exprimiert wird und im Organismus vielfälti-
ge Aufgaben übernimmt. JAM-A beeinflusst die Zellmigration, die parazelluläre Permea-
bilität, die Proliferation und die Zellpolarität. In der TJ sind Claudine und JAM-Proteine 
über ihre PDZ-Domänen durch ZO-1-assoziiert, eine direkte Interaktion findet nicht statt 
[195]. Interessanterweise fand man in Colons Jam-A-defizienten Mäusen, neben der 
erhöhten parazellulären Permeabilität, vermehrt lymphoide Aggregate [196], ähnlich den 
Infiltraten, die in den Nieren, Speicheldrüsen und Leber alternder Cldn3 KO-Tiere gefun-
den wurden. In beiden Fällen konnten B- und T-Zell-Lymphozyten nachgewiesen wer-
den. In einer weiteren Veröffentlichung, die die Rolle des Antikoagulator-Proteins C (PC) 
in der epithelialen Barrierefunktion und in den intestinalen Entzündungsreaktionen un-
tersuchte [197], wurden im Colon von PC(-/-) transgenen Mäusen neben einem erhöhten 
transepithalen Widerstand auch spontane Entzündungsreaktionen beobachtet. Zugleich 
konnte eine signifikante Abnahme der CLDN3- und JAM-A-Expression gezeigt werden. 
Welcher Zusammenhang zwischen CLDN3 und JAM-A letzten Endes besteht und wel-
che Bedeutung dieser hat, bleibt noch zu klären.  
Besteht hier womöglich eine Schnittstelle zwischen Barrierefunktion und Inflammation? 
Einen möglichen Ansatzpunkt könnten folgende Überlegungen liefern: Charakteristisch 
für entzündliche Erkrankungen sind Leukozytenansammlungen im Gewebe, um eine 
adäquate Immunantwort zu gewährleisten. Der Weg der Immunzellen über das Endothel 
bedarf einer kontrollierten Interaktion zwischen Leukozyten und endothelialen Rezepto-
ren, was letztendlich zu einer Veränderung des endothelialen Zytoskeletts führt, die die 
Passage der Leukozyten erlaubt. Über Zytokine werden die Leukozyten angelockt, bin-
den über Adhäsionsmoleküle am Endothel, Signalwege werden aktiviert, die Zell-Zell-
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Verbindungen lösen sich auf und die Zellen können zum Entzündungsherd vordringen. 
An diesem Prozess ist mitunter auch JAM-A beteiligt [34]. Ein weiteres Protein, dass 
eine wichtige Rolle als Regulator in der Leukozytentransmigration einnimmt [198], ist 
Rtn4B (Reticulon-4 auch NogoB). In der Leber der Cldn3-defizienten Mäuse konnte eine 
verstärkte tanskriptionelle Expression beobachtet werden. Neben der Transmission von 
Immunzellen ist Nogo-B auch an der Regulation des Gefäßwandumbaus ("vascular re-
modelling"), an der Angiogense und an Wundheilungsprozessen beteiligt. In diesem Zu-
sammenhang konnte in einer Studie gezeigt werden, dass Nogo-B einen regulierenden 
Einfluss auf die Ausbildung einer Leberfibrose hat [199]. Für die Datenlage in der Leber 
wäre folgendes denkbar (Abb. 40): Der Cldn3-Verlust führt zu einer gestörten Adhäsion 
des Endothels, was durch einen zytoskelettalen Umbau bedingt wird. Bestimmte TJ-
assoziierte Proteine sind nicht in der Lage, an ihrem Zielprotein zu binden. Die Stabilität 
des Zytoskletts könnte so beeinträchtigt werden. Die transkriptionelle Reduktion von 
Actb in den KO-Tieren könnte ein Hinweis darauf sein. Der Organismus versucht den 
Verlust von CLDN3 durch anderer Claudine und "junctional complex"-Mitglieder aus-
zugleichen. Eine Reihe anderer Adhäsions- und Signalmoleküle liegen dysreguliert vor. 
Das Endothel/Epithel wird durchlässiger für Solute und Moleküle. Über die Zeit wird eine 
erhöhte Transmission von Leukozyten ins Gewebe wahrscheinlicher. Jedoch bleiben 
hierbei viele Fragen ungeklärt, zum Beispiel ob in den anderen Organen mit Infiltraten 
ein ähnlicher Prozess abläuft und warum nur bestimmte Gewebe betroffen sind.  
 
 
Abb. 40: Hypothese zur Zellmigration bei Cldn3-Defizienz 
Die Cldn3-Defizienz in der Leber führt schon in Jungentieren zu einer gestörten Adhäsion des Endothels. 
TJ-assoziierte Proteine sind nicht in der Lage, an ihrem Zielprotein zu binden; die Stabilität des Zytoskletts 
wird beeinträchtigt. Der Organismus versucht den Verlust von CLDN3 durch anderer Claudine und "junctio-
nal complex" Mitglieder auszugleichen. Eine Reihe von Adhäsions- und Signalmoleküle liegen dysreguliert 
vor (Jam-A, ActB, Rtn4B). Das Endothel/Epithel wird durchlässiger. Über die Zeit wird eine erhöhte Trans-
mission von lymphatischen Zellen ins Gewebe immer wahrscheinlicher. 
 
Wie eingangs (unter 1.2.3) erwähnt, stellt CLDN3 einen Rezeptor für das Clostridium 
perfringens Enterotoxin (CPE) dar. Nach der Bindung von CPE an CLDN3 kommt es zur 
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Ausbildung einer zytotoxischen Pore kommt. Aufgrund dessen strömt Kalzium in die Zel-
le, was zu deren Tod führt [92]. Ein weiterer interessanter Effekt von CPE hierbei ist die 
Internalisierung von CLDN3 ins Zytoplasma. Auch hier geht ein Verlust von CLDN3 mit 
einem Verlust der Zelladhäsion einher. Des Weiteren wurde von Smith et. al. beobachtet 
das CLDN3 eine wichtige Rolle in der Migration von Keimzellen über die TJ der Sertoli-
Zellen (SCTJ) einnimmt [200]. Hier wird es kurzzeitig in die SCTJ eingebaut und durch 
CLDN11 ersetzt.  
Ein weiteres hochexprimiertes Transkript in der Leber ist Cib3, dessen Funktion im Or-
ganismus unbekannt ist. Jedoch konnte bei Cib1-defizienten Thrombozyten eine erhöhte 
Expression von CIB3 nachgeweisen werden. Es wird angenommen, dass CIB3 für CIB1, 
einem Negativregulator der Thromobyztenaggreagtion, kompensiert und so eine Throm-
busbildung in Cib1(-/-) Mäusen verhindert [201]. Da in den Cldn3(-/-) Tieren Cib3 11-fach 
hochreguliert wird, ist dieser Umstand ein interessanter Ausgangspunkt für fortführende 
Analysen. Dies gilt auch für Krt23, dass in der Leber ebenso verstärkt exprimiert wird. 
Über dieses Transkript, das für Kreatin 23 codiert, ist nicht viel bekannt, außer über des-
sen Verwicklung in Colontumore und dessen Auswirkungen auf das Überleben und die 
Teilung der Zelle [202]. 
Die Microarrayanalyse zeigte, dass die Leber die meisten signifikant regulierten 
Tanskripte und somit auch die meisten GO-Annotationen ausweist. In den anderen drei 
untersuchten Geweben passiert auf der Transkriptionsebene nicht viel. Die wenigen re-
gulierten Transkripte, deren Expression sich in den Cldn3(-/-) Tieren im Vergleich zu den 
Wildtypen veränderte, konnten nur bedingt in GO-Kategorien eingeordnet werden. Dar-
aus wird ersichtlich, dass Claudin-3 vermutlich in den unschiedlichen Organen verschie-
dene Aufgaben hat. Für Leber und Lunge wurde gezeigt, dass möglicherweise andere 
TJ-Komponenten den Verlust kompensieren. Allem voran das strukturverwandte Clau-
din-4, das mutmaßlich, zumindest über einen gewissen Zeitraum, die Funktionalität des 
Gewebes gewährleistet. Für Niere und den Darm konnte dieser Umstand nicht belegt 
werden. Entweder ist die Deletion von Claudin-3 für die Funktion der genannten Organe 
unbedeutend oder es existieren kompensatorische Mechanismen, die mit den Analysen 
nicht erkannt wurden. 
Für die untersuchten Organsysteme konnte für Claudin-3 keine Rolle im Hinblick auf die 
klassische TJ-Barrierefunktion oder den epithelialen Transport festgestellt werden. Viel-
mehr deuten die Ergebnisse in einigen Organen auf einen Einfluss in zelluläre Regulati-
onsmechanismen, die unter anderem Zelladhäsion und Inflammation betreffen, hin. Die 
ersten Daten des Cldn3-Defizienzmodells liefern eine interessante Basis für weitere Stu-
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5.3 Bedeutung von Claudin-3: Zusammenfassung und Ausblick 
Die Erstellung der Claudin-3-defizienten Mauslinie konnte erfolgreich umgesetzt werden. 
Die ersten Phänotypisierungsdaten zeigen kein auffälliges Erscheinungsbild. Zwischen 
KO-Tier und Wildtyp sind nur geringe Unterschiede sichtbar. Es ist möglich, dass der 
Verlust von Claudin-3 durch andere TJ-Komponente kompensiert wird. Jedoch wurden in 
einigen Organen älterer KO-Mäuse erhöhte Infiltrationsraten von lymphatischen Zellen 
ins Gewebe beobachtet. Die Transkriptomanalysen weisen in den Claudin-3-defizienten 
Tieren auf Veränderungen in zellulären Signal- und Regulationsprozessen hin. Die Reihe 
der durchgeführten Untersuchungen deutet somit an, das Claudin-3 in einigen Organen 
Einfluss auf bestimmte regulierende Vorgänge in der Zelle hat, die unter anderem Ent-
zündungsreaktionen und die Zelladhäsion betreffen. Dies würde gut mit den Beobach-
tungen in der Literatur passen, dass Claudin-3 oftmals in entzündlichen Prozessen ver-
mindert exprimiert wird [197], [203].  
Die in der vorliegenden Arbeit aufgedeckten Unterschiede zwischen den Cldn3 KO-
Tieren und den Wildtyptieren eröffnen neue Perspektiven und bilden somit einen interes-
santen Ausgangspunkt für weitere Untersuchungen: 
So konnte in der Niere eine leichte Verschiebung des Urin-pH-Wertes aufgezeichnet 
werden, dessen Ursache noch weiter aufgeklärt werden muss. Möglich wäre eine Unter-
suchung der Regulation des Säure-Base-Haushalts mittels Spezialdiäten. Hierbei verab-
reicht man den Tieren hohe Dosen alkalischer (NaHCO3) bzw. saurer Substrate (NH4Cl). 
Aber auch die im Alter erhöhte Wahrscheinlichkeit von Infiltrateinwanderungen in einzel-
ne Organe, bedarf einer weiteren Aufklärung. Um die Rolle von Claudin-3 bei der Regu-
lation in entzündlichen Prozessen in Korrelation mit den möglichen Veränderungen der 
epithelialen Dysfunktion zu verstehen, ist es eventuell sinnvoll die defiziente Mauslinie 
mit anderen Mausmodellen (Tumormauslinien, induzierbare Inflammtionsmodelle) zu 
kreuzen, um so die Auswirkung der Claudin-3-Deletion auf die neoplastische Transfor-
mation bzw. auf die Endzündungsreaktion zu studieren. In der Literatur wird immer wie-
der beschrieben, dass Claudin-3 in einer Vielzahl von Tumorarten dysreguliert vorliegt. 
Durch solche Modelle wäre es möglich, Licht in die bis dato ungeklärte Korrelation zu 
bringen. Analysen dazu stehen in nächster Zeit in Zusammenarbeit mit weiteren Koope-
rationspartnern an. 
Durch die Möglichkeit der gewebespezifischen Defizienz ist man in der Lage, einzelne 
Organe in Hinblick auf Claudin-3 zu untersuchen. Interessant wäre es zudem die Cldn3 
KO-Mäuse mit einer Cldn4-defizienten Linie zu kreuzen, da sich zeigte, dass in einigen 
Geweben Cldn4 hochreguliert wird. Besonders in der Lunge kam dieser Effekt zum tra-
gen. Ein speziell pneumologischer Fokus wäre denkbar. Jedoch existiert bis dato keine 
Cldn4-defiziente Mauslinie.  
Die genannten Analysen sollen die Phänotypisierung der Cldn3(-/-) Mauslinie vervollstän-
digen und somit helfen die komplexe Rolle von Claudin-3 im Organismus noch besser zu 
verstehen. 
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6 Anhang 
6.1 Primer und Sequenzen 
Tab. 19: verwendete Primer und deren Sequenzen  
Primer 
Nr. Verwendungszweck  Primersequenz 5'  3' 
137 linker Miniarm (NotI/PmeI)_For ATAAGCGGCCGCGTTTAAACAGATGAAACCAAGGGCTTCC
138 linker Miniarm (NdeI)_Rev GCTCATATGACCACATGGTGGCTCACAAC 
139 rechter Miniarm (NdeI)_For GCTCATATGACAGAGCCCTGGCTGTTTTG 
140 rechter Miniarm (SpeI)_Rev TCTACTAGTCTGCCTGGGGAAAGCTAAAG 
141 rechter Miniarm (SpeI) XL_Rev TCTACTAGTCCGAAGGCAGACAGTTTAGG 
173 loxP1 linker Arm (SalI)_For GCGGGTCGACGGCGGGCATTTGAGCTAAG 
174 loxP1 linker Arm (EcoRI/ScaI)_Rev TAGCGAATTCAGTACTCCAAGTCCCTCAGGCTTTG 
175 loxP1 rechter Arm (BamHI)_For GACGGGATCCGCAGGTGCTACAATTCCATCC 
176 loxP1 rechter Arm (NotI)_Rev TGCTGCGGCCGCTCGTCTAAGCTCCCTCCCTTC 
177 loxP2 linker Arm (SaII)_For TGTCGTCGACTCCCTCGAATAGCCCTCATC 
178 loxP2 linker Arm (EcoRI)_Rev GAGGGAATTCGGAGCAAGGCTGTGGATAC 
179 loxP2 rechter Arm (BamHI)_For ACGGGGATCCGGCATTTGGGGTAGCTGATG 
180 loxP2 rechter Arm (NotI)_Rev AGTTGCGGCCGCTTGAGGGCACTGGGAAGAAG 
    
181 Sonde für Southern Blot_For GGGTGGTGCTCACCTTTATCC 
182 Sonde für Southern Blot_Rev TGTGGTCTAGGCTGGCTTTG 
    
96 XL-PCR_For GGTGGGCTCTATGGCTTCTG 
225 XL-PCR_Rev CGAAGGCAGACAGTTTAGGC 
    
252 Genotypisierungs-PCR A_For ACATGAGGGTGCTGGACAAG 
253 Genotypisierungs-PCR A_Rev1 CTGTTTGTCGCCGTAGGTG 
254 Genotypisierungs-PCR A_Rev2 TGGCAGTCCTTTAGGTGAGG 
311 Genotypisierungs-PCR B_For ATCCCAGCACTGATCTCCAC 
312 Genotypisierungs-PCR B_Rev1 CCTTCTAGTTGCCAGCCATC 
313 Genotypisierungs-PCR B_Rev2 GTGAGGCATTTGGTCTGAAC 
240 cre Transgen_For CGCCATCCACGCTGTTTTGACC 
241 cre Transgen_Rev CAGCCCGGACCGACGATGAAG 
258 flp Transgen_For CACTGATATTGTAAGTAGTTTGC 
259 flp Transgen_Rev CTAGTGCGAAGTAGTGATCAGG 
    
101 Transkript - murines Wbscr25_For TCGCTGGAGCTTCCTTATCC 
296 Transkript - murines Wbscr25_Rev GGAATTGGGAACCAGCTAGC 
    
88 Transkript - murines Actb_For GGGCTGTATTCCCCTCCATC 
89 Transkript - murines Actb_Rev CTCCGGAGTCCATCACAATG 
    
186 Transkript - murines Cldn3_For CCAAGGCCAAGATCACCATC 
187 Transkript - murines Cldn3_Rev TAGTCCTTGCGGTCGTAGGC 
    
870 Transkript - murines Gapdh_For ACTCCACTCACGGCAAATTC 
871 Transkript - murines Gapdh_Rev CAGGATGCATTGCTGACAAT 
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Tab. 20: Primer für die quantitative PCR 
Gen   Proteinname/alternativ Name   Forward Primer  Reverse Primer   
Name      
GenBank Acces-
sion  Nr.   Sequenz 5' → 3'  Nr.  Sequenz 5' → 3'   
Hprt1  Hypoxanthine phosphoribosyltransferase  NM_013556.2  338  CCTAAGATGAGCGCAAGTTGAA 339  CCACAGGACTAGAACACCTGCTAA 
Ppia  Peptidylprolyl isomerase A (PPIase A)/Cyclophilin A NM_008907.1  362  CAAATGCTGGACCAAACACAAACG 363  GTTCATGCCTTCTTTCACCTTCCC 
Tbp  TATA-binding protein   NM_013684.3  390  CAAACCCAGAATTGTTCTCCTT 391  TGGTCTTCCTGAATCCCTTT 
Actb  Beta-Actin  NM_007393.3  366  GCTGTATTCCCCTCCATCGTG 367  CACGGTTGGCCTTAGGGTTCAG 
Ywhaz  14-3-3 protein zeta-delta/PKC inhibitor protein 1  NM_011740.3  368  TAAATGGTCTGTCACCGTCT 369  GGAAATACTCGGTAGGGTGT 
Hmbs  Porphobilinogen deaminase  NM_013551.2  482  GGCTCAGATAGCATGCAAGA 483  ATGTTACGGGCAGTGATTCC 
Sdha  Succinate dehydrogenase flavoprotein subunit  NM_023281.1  484  ATCCAGGGACAGCAGAAGAA 485  GCACAGTCAGCCTCATTCAA 
Cd2ap  CD2-associated protein  NM_009847.3  975  TGTGACCACTAAGCTTGCTTCT 976  GCCCACTCTCTCTGCATCTT 
Cdh1  Cadherin-1  NM_009864.2  973  CGCATCTGTTGAAGCATTGT 974  TCGGGCACCACTTAAGTTTC 
Cib3  Calcium and integrin binding family member 3  NM_001080812.1 949  CAAGATGGGGATGGTCACAT 950  AGGTCCCATGCACAGATGTAG 
Cldn14  Claudin-14  NM_019500.3  472  GTCCAGCTCCTAGGCTTCCT 473  CATCCACAGTCCCTTCAGGT 
Cldn15  Claudin-15  NM_021719.3  872  ACCCACCTCAGGAGATTGCT 873  GCACCTACCAATGCCTGTTC 
Cldn23  Claudin-23  NM_027998.3  476  GGCCAAACTCCTCTCCAAAT 459  ACGCACTCTTGTCACTGCAT 
Cldn3  Claudin-3  NM_009902.3  370  CCACTACCAGCAGTCGATGA 371  AGCCTGTCTGTCCTCTTCCA 
Cldn4  Claudin-4  NM_009903.2  434  AAGAAGGGTGGAGGTGGATT 435  GCGCACAGTGATCAGAACAT 
Ctnnb1  Catenin beta-1 (variante 1)  NM_007614.3  971  ACGTGCGGTAGGGTAAATCA 972  CGCATCTGTTGAAGCATTGT 
F11r  F11r protein / Junctional adhesion molecule A  NM_172647.2  969  TAACTACGCTGCGCTTCAGA 970  AACCCCTTTTCCAACCAATC 
Krt23  Keratin, type I cytoskeletal 23  NM_033373.1  951  TCAAAACCCACCTGGAGAAG 952  GAGTGATGGCCTTGATCGTT 
Rtn4  Reticulon-4 (isoform A)/Neurite outgrowth inhibitor A NM_194054.3  953  CATCAGGCGCAGATAGATCA 954  ATTCTGCTTTGCGCTTCAAT 
Spp1  Osteopontin (Isoform 1)  NM_001204201.1 955  TCACATGAAGAGCGGTGAGT 956  TGGTTCATCCAGCTGACTTG 
Wbscr25  Williams-Beuren syndrome critical region protein 25  NR_026907.1  591  ATAGAAGCGGACCCAATCCT 592  TTGAGACCCAGGTTCAATCC 
 
Tab. 21: Exzisionssequenzen 
 Sequenz 5' → 3'  
FRT GAAGTTCCTATTCTCTAGAAAGTATAGGAACTTC
loxP ATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTAT 
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6.2 PCR-Protokolle zur Genotypisierung 
Genotypsierung A    Genotypsierung B    
      
 
End-
konzentration    
End-
konzentration   
H2O       H2O       
ThermoPol Buffer 1 X   ThermoPol Buffer 1 X   
Primer 252 0,3 µM   Primer 311 0,1 µM   
Primer 253  0,3 µM   Primer 312 0,3 µM   
Primer 254  0,1 µM   Primer 313 0,3 µM   
dNTP 0,2 mM   dNTP 0,2 mM   
genom. DNA 
(HotSHOT 3.2.3.2) 1/25 VT   
genom. DNA 
(HotSHOT 3.2.3.2) 1/25 VT   
Taq Polymerase 0,05 U/µl   Taq Polymerase 0,05 U/µl   
          
PCR-Zyklen     PCR-Zyklen     
 2 min 94 °C   2 min 94 °C  
Denaturation 10 sec 94 °C  
 
Denaturation 10 sec 94 °C 
"Annealing" 30 sec 62 °C  
 
"Annealing" 30 sec 62 °C 
Elongation 30 sec 72 °C 
35x 
  Elongation 30 sec 72 °C 
35x 
 7 min 72 °C   7 min 72 °C  
 ∞ 4 °C   ∞ 4 °C  
          
PCR-Produkte wt 196 bp  PCR-Produkte wt 274 bp  
 target 299 bp   target 479 bp  
 floxed 299 bp   floxed 377 bp  
 ko 373 bp   ko - bp  
          
          
Genotypsierung cre Transgen   Genotypsierung flpTransgen   
      
 
End-
konzentration    
End-
konzentration   
H2O       H2O       
ThermoPol Buffer 1 X   ThermoPol Buffer 1 X   
MgCl2 2 mM   MgCl2 2 mM   
Primer 240 0,2 µM   Primer 258 0,2 µM   
Primer 241 0,2 µM   Primer 259 0,2 µM   
dNTP 0,25  mM   dNTP 0,25  mM   
genom. DNA 
(HotSHOT 3.2.3.2) 1/25 VT   
genom. DNA 
(HotSHOT 3.2.3.2) 1/25 VT   
Taq Polymerase 0,04 U/µl   Taq Polymerase 0,04 U/µl   
          
PCR-Zyklen     PCR-Zyklen     
 2 min 94 °C   2 min 94 °C  
Denaturation 10 sec 94 °C  Denaturation 10 sec 94 °C 
"Annealing" 20 sec 60 °C  "Annealing" 20 sec 60 °C 
Elongation 30 sec 72 °C 
35x 
 Elongation 30 sec 72 °C 
35x 
 7 min 72 °C   7 min 72 °C  
 ∞ 4 °C   ∞ 4 °C  
          
PCR-Produkt cre 420 bp  PCR-Produkt flp 680 bp  
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6.3 Geborene Tiere der Linie B6.129S7-Cldn3tm1  
Tab. 22: Anzahl der geborenen Tiere (Alter 8 Wochen) und Statistik 
  Cldn3(+/+) Cldn3(+/-) Cldn3(-/-) 
Genotyp absolut 153 273 113 
Χ2-Anpassungstest:  
Genotypverteilung 
Χ2 = 6.02 > 5.99 (kritscher Wert bei 5%; df = 2), p = 0.0491 
Anzahl ♂ ♀ 73 (♂) 80 (♀) 129 (♂) 144 (♀) 63 (♂) 50 (♀) 
Χ2-Anpassungstest:  
Geschlechterverteilung 
Χ2 = 0.15 < 3.84 (kritscher Wert bei 5%; df = 1), p = 0.6982 
Χ2-Unabhängigkeitsstest: 
Genotyp/Geschlecht 
Χ2 = 2.49 < 5.99 (kritscher Wert bei 5%; df = 2), p = 0.2888 
 
6.4 Analyse der Serum und Urin Elektrolyte/Metabolite 
Tab. 23: Analyseergebnisse der Serum- und Urinproben 
  Cldn3(+/+) n Cldn3(+/-) n Cldn3(-/-) n 
Gewicht ♂   25,26 ± 3,1  g 8 24,72 ± 3,0 g 5 26,62  ± 3,3 g 8 
Gewicht ♀  20,82 ± 1,6 g 6 20,40 ± 1,8 g 9 20,67 ± 1,4 g 4 
Urin pH 6,12 ± 0,2  14 6,15 ± 0,2  14 *6,45 ± 0,3  12
Urin Natrium 200,28 ± 48,3 mg/kg/24h 14 179,65 ± 55,3 mg/kg/24h 14 202,90 ± 44,52 mg/kg/24h 12
Urin Kalium 396,39 ±135,0 mg/kg/24h 14 337,37 ± 93,0 mg/kg/24h 13 431,64 ± 171,9 mg/kg/24h 12
Urin Chlorid 209,26 ± 51,7 mg/kg/24h 14 203,70 ± 60 mg/kg/24h 14 223,44 ± 105,8 mg/kg/24h 12
Urin Phosphat 184,98 ± 72,4 mg/kg/24h 14 143,4 ± 34,6 mg/kg/24h 14 139,67 ± 57,2 mg/kg/24h 12
Urin Kalzium 4,14 ± 1,93 mg/kg/24h 14 4,64 ± 2,8 mg/kg/24h 14 5,35 ± 4,0 mg/kg/24h 12
Urin Magnesium 26,46 ± 8,73 mg/kg/24h 14 22,36 ± 8,8 mg/kg/24h 14 34,29 ± 34,2 mg/kg/24h 12
Urin Kreatinin 21,39 ± 6,72 mg/dl 14 22,66 ± 7,4 mg/dl 14 19,49 ± 5,3 mg/dl 12
Urinvolumen 17 Stunden 1,96 ± 1,2 ml 14 1,38 ± 0,6 ml 14 1,81 ± 0,6 ml 12
Serum pH 8,23 ± 0,1  14 -  - 8,26 ± 0,1  12
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  Cldn3(+/+) n Cldn3(+/-) n Cldn3(-/-) n 
Serum Natrium 142,57 ± 3,4 mmol/l 6 143,00 ± 2,9 mmol/l 11 144,00 ± 3,8 mmol/l 3
Serum Kalium 8,28 ± 3,2 mmol/l 8 9,31 ± 3,9 mmol/l 12 7,95 ± 3,2 mmol/l 7
Serum Chlorid 105,30 ± 2,8 mmol/l 8 106,11 ± 1,7 mmol/l 12 106,40 ± 2,8 mmol/l 7
Serum Phosphat 2,34 ± 0,2 mmol/l 5 2,43 ± 0,4 mmol/l 11 2,40 ± 0,4 mmol/l 8
Serum Kalzium 2,33 ± 0,1 mmol/l 5 2,40 ± 0,1 mmol/l 11 2,33 ± 0,04 mmol/l 6
Serum Magnesium 0,95 ± 0,1 mmol/l 7 0,93 ± 0,1 mmol/l 11 0,95 ± 0,2 mmol/l 4
Serum Kreatinin 0,1 ± 0,02 mg/dl 6 0,13 ± 0,1 mg/dl 11 0,13 ± 0,1 mg/dl 3
Serum ASAT 8 Wochen 139,78 ± 54,0 U/l 6 -  - 151,12 ± 61,9 U/l 5
Serum ALAT 8 Wochen 76,50 ± 38,2 U/l 6 -  - 89,98 ± 19,3 U/l 5
Serum AP 8 Wochen 106,08 ± 29,5 U/l 6 -  - 95,1 ± 14,6 U/l 5
Serum Lipase 8 Wochen 20,97 ± 4,3 U/l 6 -  - 20,44 ± 2,0 U/l 5
Serum ASAT 19 Wochen 149,63 ± 72,7 U/l 6 -  - 149,63 ± 26,3 U/l 6
Serum ALAT 19 Wochen 57,52 ± 19,0 U/l 6 -  - 57,52 ± 35,1 U/l 6
Serum AP 19 Wochen 78,53 ± 25,2 U/l 6 -  - 78,53 ± 18,8 U/l 6
Serum Lipase 19 Wochen 27,7 ± 4,2 U/l 6 -  - 22,34 ± 4,1 U/l 6
Serum ASAT 26 Wochen 153,12 ± 47,7 U/l 4 -  - 200,50 ± 133,1 U/l 4
Serum ALAT 26 Wochen 41,36 ± 19,8 U/l 4 -  - 42,18 ± 23,4 U/l 4
Serum AP 26 Wochen 148,15 ± 25,7 U/l 4 -  - 201,45 ± 30,1 U/l 4
Serum Lipase 26 Wochen 21,90 ± 3,7 U/l 4 -  - 23,30 ± 2,1 U/l 4
*p<0,05 
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6.5 Elektrophysiologische Analysen 
Tab. 24: Ergebnisse der elektrophysiologische Messung am Colon  
  Cldn3(+/+) n Cldn3(-/-) n 
Colonlänge 8,23 ± 0,8 cm 5 7,86 ± 0,9 cm 9 
Kryptentiefe 128,06 ± 9,0 µm 4 132,56 ± 25,8 µm 4 
Rt Colon 58,60 ± 4,7 Ohmcm² 4 65,70 ± 17,3 Ohmcm² 3 
Rsub Colon 42,21 ± 6,8 Ohmcm² 4 44,19 ± 12,8 Ohmcm² 3 
Repi Colon 44,03 ± 20,8 Ohmcm² 4 50,84 ± 17,7 Ohmcm² 3 
PNa Colon 17,17 ± 1,2 x10
-6 cm/s 4 14,89 ± 2,9 x10
-6 cm/s 3 
PCl Colon 18,16 ± 1,6 x10
-6 cm/s 4 17,86 ± 5,1 x10
-6 cm/s 3 
PNa/PCl Colon 0,95 ± 0,02  4 0,85 ± 0,09  3 
PFITC Colon 0,58 ± 0,3 x10
-6 cm/s 5 0,40 ± 0,2 x10
-6 cm/s 3 
PFluoreszein Colon 0,43 ± 0,08 x10
-6 cm/s 2 0,48 ± 0,08 x10
-6 cm/s 2 
 
6.6 Western Blot Densitometrie 
Tab. 25: Ergebnisse aus der densitometrischen Auswertung 
Western Blot  
Densitometrie Cldn3(+/+) n Cldn3(-/-) n 
CLDN4/GAPDH Lunge 0,15 ± 0,080  9 ***1,617 ± 0,676  9 
CLDN4/GAPDH Niere 1,388 ± 0,187  3 1,528 ± 0,154  3 
CLDN4/GAPDH Darm 2,03 ± 0,432  3 1,300 ± 0,585  3 
***p<0,001 
 
6.7 Infiltrat - Score 
Tab. 26: Mittelwerte der Infiltrate-Scores 
Infiltrat - Score (0-2) Cldn3(+/+) n Cldn3(-/-) n 
Speicheldrüse 0,89  9 **2,00  10 
Lunge 0,20  10 0,46  11 
Leber 0,10  10 *0,34  11 
Niere 0,00  10 ***0,10  10 
Pankreas 0,56  9 0,72  10 
Dünndarm 0,20  10 0,28  10 
Dickdarm 0,63  8 0,65  9 
Herz 0,00  5 0,00  7 
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 
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